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Uber die enzymatische Spaltung 
der Hyaluronsaure. 


I. Mitteilung: 
Spaltung durch Mucopolysaccharase aus Saugerhoden. 
Von 


L. Hawn. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Uppsala.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 11, Juli 1944.) 


Die Hyaluronsaure wurde zuerst von MEYER und PALMER [1] aus dem 
Glaskérper des Auges dargestellt und wurde in der Folge auch aus der 
Nabelschnur [2], aus dem Kammerwasser [3], aus hamolytischen Strepto- 
kokken [4, 5], aus der Synovialfliissigkeit [6], aus Hiihnersarkom [7] und 
aus der Schweinehaut [8] gewonnen. Sie ist aus Glucuronsdéure und 
N-Acetylglucosamin in aquimolekularen Mengen aufgebaut und bildet 
hochviscose Lésungen mit starker Stromungsdoppelbrechung (BLix und 
SNELLMAN [9]). Die Hyaluronsiure wird, wie Meyer, Dupos und Smytu 
[5] zeigten, durch ein Enzym, das im Autolysat von Pneumokokken vor- 
kommt, zu einfachen Bausteinen abgebaut. Ein ahnliches mucolytisches 
Enzym fanden einige Jahre spater CHAIN und Durtute [10] in wasserigen 
Hodenextrakten. In der Folge wurden hyaluronsaurespaltende Enzyme 
auch aus der Milz [11], aus den vorderen Segmenten des Blutegels [12], 
aus Bienengift [13] und Schlangengiften [14] und aus verschiedenen 
pathogenen Bacterien [13, 15, 16] gewonnen. 

Das Enzym des Saugerhodens greift auBer der Hyaluronsaure auch die 
Chondroitinschwefelsaure [8] und das schwefelhaltige Mucopolysaccharid 
der Cornea [17] an, wahrend Enzympraparate aus Clostridium welchii 
auBer der Hyaluronsdure und der Chondroitinschwefelsaure auch die Mucoi- 
tinschwefelsiure aus Magenschle o abbauen [16]. Andere bacterielle 
Enzyme wiederum, wie die aus Cl. perfringens, Pneumokokken und Strep- 
tokokken, sowie auch die Enzyme bisher untersuchter tierischer Gifte 
sind ohne Wirkung auf die Chondroitin- und Mucoitinschwefelsaure. 
Diesen samtlichen Enzymen ist jedoch gemeinsam, daB sie saure Muco- 
polysaccharide angreifen, weshalb diese Enzyme vorteilhaft unter dem 
Namen Mucopolysaccharasen zusammengefaBt werden kénnen. Die Be- 
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zeichnung ,,Mucopotysaccharasen“ ist der bisher iiblichen Benennu: 
,,Mucinasen“’ vorzuziehen, da hinsichtlich des chemischen Baues kei: 
scharfe Grenze zwischen ,,Mucinen“ und anderen Glycoproteiden g.- 
zogen werden kann, der Name ,,Mucine“ also als chemischer Begriff hin- 
fallig ist. 

Bei der Einwirkung von Mucopolysaccharasen auf die Hyaluronsaur 
fallt die Viscositat des Substrats nach Zusatz des Enzyms sehr rasch 
ab, wahrend das Auftreten reduzierender Gruppen nur langsam 
folgt. So berichten z. B. McCLeaN und Hace [18], daB beim Abbau 
der Hyaluronséure durch Enzympraparate aus Hoden und Cl. welchii, 
die die Viscositat der Hyaluronséure binnen einiger Minuten auf di: 
Halfte reduzieren, Acetylglucosamin erst nach 50 Min. nachgewiesen 
werden konnte. Daraus schlieBen diese Forscher, daB die beiden Stufen 
des Abbaues - Depolymerisation der Kettenmolekiile und Hydrolyse 7. 
einfachen Bausteinen — wahrscheinlich durch zwei Enzyme bewirk: 
werden. 

Wahrend die Hyaluronsdure durch das Enzym der Pneumokokken 
nach MEYER, SmytH und Dawson [6] in 17 Stunden praktisch vollstandig 
zu Glucuronsaure und Acetylglucosamin gespalten wird, werden auch na. h 
mehrtigiger Einwirkung von Hoden-Mucopolysaccharase auf Hyaluron 
saure nur etwa 65% der theoretischen Menge reduzierender Gruppen in 
Freiheit gesetzt, wie MeYeR, CHAFFEE, Hopsy und Dawson [11] zeigen 
konnten. Eine weitere Spaltung der Hyaluronsadure konnte auch durch Zu 


satz neuer Enzymmengen nicht erreicht werden. MEYER und Mitarbeite: 
[11, 19] nehmen daher an, daB die Mucopolysaccharase des Hodens kein 
einheitliches Enzym darstellt, sondern neben einer ,,Depolymerase“, di: 
die hochpolymere Saure zur Disaccharidstufe hydrolysiert, auch kleinere 
Mengen eines zweiten Enzyms enthalt, welches das Disaccharid zu Mono- 


sacchariden spaltet. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Abbau der Hyaluronsaure aus 
Glaskérper durch weitgehend gereinigte Enzympraparate aus Hoden ver 
folgt und die Produkte der Spaltung naher untersucht, teilweise durch Zu 
hilfenahme der Adsorptionsanalyse von TIsELIUvs [20]. 


Methodisches. 
Herstellung der aktiven Lésung.’ 


Etwa 10000fach konzentrierte Mucopolysaccharase wurde aus getrocknetem 
Stierhoden nach einer friiher angegebenen Methode [21] dargestellt. Eine 0,012 °,- 
ige Lésung der gereinigten Mucopolysaccharase wurde mehrere Tage hindurc! 
bei 2° gegen Wasser dialysiert und dann mit 4/,) des Volumens molarer Koch- 
salzlésung und mit ?/,9 des Volumens molaren Acetatpuffers vom py 4,6 ver- 
mischt. Diese Lésung konnte im Eisschrank Wochen hindurch ohne wesent- 
lichen Abfall der Aktivitat aufbewahrt werden. 





Uber die enzymatische Spaltung der Hyaluronsaure. 


Herstellung des Substrats 


Reine Hyaluronsaure wurde aus Rinderaugen nach der Methode von Bux [9] 
dargestellt und kurz vor dem Versuch in einer Mischung gleicher Teile von 0,2 
mol. Kochsalzlésung und 0,2 mol. Acetatpuffer vom py 4,6 zu 1,0 oder 0,5 % 
velést. 

Adsorptionsanalysen 


Diese wurden im TiseLiusschen Apparat [22] ausgefiihrt. Als Adsorbens 
wurde Carboraffin C verwendet. Die Herstellung der Saule erfolgte in friiher an- 
gegebener Weise [23]. Die Konzentration der Lésung nach Austritt aus der Saule 
wurde interferometrisch gemessen. Es wurden sowohl ,,Frontanalysen“ wie ,, Ver- 
drangungsanalysen‘ ausgefiihrt. Bei den ersteren wird eine Lésung der zu unter- 
suchenden Substanz so lange in die Saule gepreBt, bis die aus der Saule heraus- 
tretende Lésung die urspriingliche Gesamtkonzentration der untersuchten L6- 
sung aufweist, bis also die Kohlesdule mit samtlichen Komponenten der Mischung 
abgesattigt ist. Im letzteren Falle wird die zu untersuchende Lésung, 1 bis 10 ml 
fassend, in die Saule gepreBt und danach das Chromatogramm mit Zuhilfenahme 
eines geeigneten Verdrangungsmittels entwickelt. Als Verdrangungsmittel wurde 
im allgemeinen Ephedrin in Konzentrationen yon 0,5 bis 1,0% verwendet. In 
einem GroBteil der Versuche wurde die Kohlesaule vor dem Gebrauch mit einer 
Pufferlésung durchspiilt und die zu untersuchende Substanz wie auch das Ver- 
drangungsmittel im gleichen Puffer gelést. 


Bestimmung reduzierender Substanzen. 


Reduzierende Gruppen wurden in den meisten Fallen nach der Ferricyanid- 
methode von HAGEDORN und JENSEN [24] bestimmt. Da samtliche Bestimmun- 
gen in eiweiBfreien Lésungen durchgefiihrt wurden, konnte die Methode durch 
Weglassen der Fallung mit Zinksulfat vereinfacht und dadurch die Genauigkeit 
derselben wesentlich erhéht werden. In vielen Fallen wurde auch die Methode 
von WILLSTATTER und ScHuDEL [25] in der Mikromodifikation von MacLeop 
und Rosison [26] verwendet. Die nach beiden Methoden gewonnenen Werte 
wurden verglichen. N-Acetylglucosamin wurde nach ZUCKERKANDL und Mes- 
SINER- KLEBERMASS [27] bestimmt. Glucuronsaure wurde qualitativ mit Hilfe der 
Naphthoresorcin-Reaktion nachgewiesen. 


Ergebnis der Versuche. 


Untersuchungen tiber die erste Stufe des Abbaues der Hyaluronsdure 
durch Hoden-Mucopolysaccharase. 


5 ml einer 1%igen Lésung von Hyaluronséure wurden mit o,1 ml 
einer 0,001%igen Lésung von gereinigter Mucopolysaccharase vermischt 
und go Min. lang bei 37° aufbewahrt. Die relative Viscositét sank von 22 
auf 2,7 herab. Weitere 5 ml derselben Hyaluronsadurelésung wurden mit 
0,3 ml 0,001 %iger Mucopolysaccharaselésung 50 Min. digeriert, wobei die 
relative Viscositat auf den Wert 1,5 herabsank. In beiden Versuchen wurde 
das Enzym alsdann durch 1 Min. langes Erwarmen der Mischung auf 100° 
inaktiviert. Die Sedimentation der auf diese Weise depolymerisierten 
Hyaluronsaure in der Ultrazentrifuge wurde mit der Sedimentation nicht- 
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digerierter Hyaluronsaure verglichen. Sowohl die letztere, wie auch di: 
depolymerisierten Produkte wiesen einheitliche Sedimentation auf. Me, 
sungen wurden in Konzentrationen von 1,0, 0,5, 0,2, 0,1 und 0,05% aus 
gefiihrt. Wie Substanzen mit Fadenmolekiilen im allgemeinen, so zeig: 
auch die Hyaluronsaure eine starke Beeinflussung der Sedimentationskon 
stanten durch die Konzentration. Die Behandlung der Hyaluronsaure mii 
Mucopolysaccharase bewirkt eine Abnahme der Konzentrationsabhangiy 
keit der Sedimentationskonstante, entsprechend einer Abnahme im Ver 
haltnis von Lange zu Breite der gelésten Partikel, wie aus Abb. 1 zu erke: 
nen ist. In sehr verdiinnter Lésung ver- 
halten sich auch Substanzen mit faden 
férmigen Molekiilen praktisch wie idea) 
e Lésungen und die gegen die Konzentra 
tion Null hin extrapotierten Sedimen 
tationskonstanten k6énnen als fiir di 
jeweiligen Substanzen charakteristisch: 
GréBen betrachtet werden. Da die Sedi 
mentationskonstante nach GRALEN [2s 
Coe aon A Ne Seu ccy wed dem Produkt aus Sedimentationskonstant 
depolymerisierter Hyaluronsaure (°, x) und Konzentration proportional ist, kann 
diese Extrapolation einfach durchgefiihrt 
werden. Wir erhalten fiir die Hyaluronsaure den Wert sy = 3,9, wahrend 
die depolymerisierten Produkte sy = 2,4 bzw. 1,9 aufweisen. Wir sehen also. 
daB das depolymerisierte Produkt trotz Herabsinken der Viscesitat aut 
nahezu den Wert des Lésungsmittels immer noch hochmolekular ist. Zum 
selben Ergebnis gelangt man, wenn man die digerierte Hyaluronsaur: 
(relative Viscositat 1,5) der Dialyse unterwirft. Nach 48stiindiger Dialys: 
durch Cellophan enthielt das Dialysat nur 2,9% der Gesamtsubstanz. 


y 

















Enzymatische Spaltung der Hyaluronsdure zu niedermolekularen Einheiten 


Versuch I. 150 ml einer 0,5%igen Lésung von Hyaluronsdure wurden mit 
1 ml 0,01%iger Mucopolysacchareselésung bei py 4,6 und 37° in Anwesenheit 
von Toluol 60 Stunden lang digeriert. Die Mischung wurde dann dreimal je 48 
Stunden gegen je 1500 ml Wasser durch Cellophan dialysiert. Die vereinigte: 
Dialysate wurden im Vakuum bei 30° zu 20 ml eingeengt. Der Gehalt der so 
gewonnenen Lésung I an reduzierender Substanz — bestimmt nach Hacepor 
und JENSEN — betrug 378 mg, ausgedriickt als Glucose (50,3° des Ausgangs- 
materials). Es wurde gefunden, da N-Acetylglucosamin, dargestellt nac! 
ZUCKERKANDL und MEsstNER-KLEBERMASS [27], und Glucuronsaure gleich vie! 
Ferricyanid pro Mol reduzieren wie Glucose. Wird also der oben als Glucose aus- 
gedriickte Wert auf Acetylglucosamin + Glucuronsaure in Aquimolekulare: 
Mengen umgerechnet, dann erhalten wir 435 mg oder 58,0% des Ausgangs- 
materials als reduzierende Substanz. 

Versuch II. 100 ml der 0,5%igen Lésung von Hyaluronsaure wurden mit 
0,5 ml 0,01%iger Lésung von Mucopolysaccharase bei 37° digeriert. Taglich 
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wurden neue Mengen Enzymlésung (0,5 ml) der Mischung beigefiigt. Nach 
© Tagen wurde die Mischung 48 Stunden gegen 1 Liter Wasser dialysiert. Der 
Dialysenriickstand wurde nun nochmals mit 1 ml 0,01%iger Enzymlésung 
; Tage digeriert und dann zweimal gegen je 1 Liter Wasser 48 Stunden dialysiert. 
Die vereinigten Dialysate wurden zu 20 ml eingeengt. Die so gewonnene 
.,Lésung II‘ enthielt 60% des Ausgangsmaterials als reduzierende Substanz, 
ausgedriickt als Glucuronsaure + N-Acetylglucosamin in aquimolekularen Men- 
gen nach HAGEDORN und JENSEN. 

Wird die Menge reduzierender Substanz in Lésung I statt nach der Methode 
von HAGEDORN und JENSEN nach der Hypojoditmethode ermittelt, dann erhalt 
man bedeutend niedrigere Werte. Andererseits verbrauchen unter den Bedingun- 
gen der Methode von MAcLeop und Rosison N-Acetylglucosamin und Glucuron- 
sdure pro Mol gleich viel Jod wie 1,08 bzw. 1,03 Mol Glucose. Wir erhalten nach 
dieser Methode fiir den Gehalt der Lésung I an reduzierender Substanz 280 mg 
ausgedriickt als Glucuronsaure + Acetylglucosamin in aquimolekularen Men- 
gen) oder 37% des Ausgangsmaterials. 

DaB die Ferricyanidmethode bedeutend hdhere Reduktionswerte fiir 
Lésung I’ergibt als die Hypojoditmethode, kénnte méglicherweise darauf 
beruhen, daB beim 15 Min. langen Erwirmen auf 100° in alkalischer Lésung 
durch Spaltung gewisser Bindungen, die in sodaalkalischer Lésung bei 20° 
bestandig sind, reduzierende Gruppen freigemacht werden. Um diese Frage 
zu beantworten, wurde folgender Versuch ausgefiihrt: 1 ml der Lésung I 
wurde mit Natriumcarbonat zu 0,5% versetzt, 15 Min. lang im siedenden 
Wasserbad erhitzt, abgekiihlt und neutralisiert. AuBerdem wurden 1-ml- 
Proben derselben Lésung in Anwesenheit von m HCl 5 Min. lang bei 20° 
und 5 bzw. 60 Min. lang bei 100° gehalten und neutralisiert. Dann wurden 
simtliche Proben auf 20 ml verdiinnt und ihr Gehalt an reduzierender 
Substanz mit dem Reduktionswert der in gleicher Weise verdiinnten 
Lésung I nach der Methode von HAGEDORN und JENSEN und nach der Me- 
thode von MacLeop und Rostson verglichen. Wie aus Tabelle 1 zu er- 
sehen ist, steigt durch Erwarmen mit Alkali der nach MacLeop und Rost- 
soN gewonnene Reduktionswert der Lésung auf nahezu den doppelten 
Wert an. 


Tabelle 1. 





Relativer Gehalt 
an reduzierender Substanz 


nach Macleod nach Hagedorn 
und Robison und Jensen 





Behandlung der Lésung I 





— 0,63 1,00 
15 Min., 100°,0,5% Soda ....... 1,15 1,00 
ee MO EERE ye ae A ee os 0,64 1,00 
mens BOO pT BG i 5s sce sees 0,83 — 
Me wean 100" ACT ee 1,29 1,12 








Auch durch Behandlung mit normaler Mineralsaure bei 100° steigt die 
Fahigkeit der Lésung Jod zu reduzieren steil an. 
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Verhalten des Endproduktes der Spaltung von Hyaluronsdure durch 
Hoden-Mucopolysaccharase bei Behandlung mit Mineralséurey. 


Wie aus Tabelle 2 zu erkennen ist, steigt das Reduktionsvermége, 
der Lésung I bei langerer Einwirkung von Mineralsauren nur langsam an 
Um aus dem Verhalten der Lésung I bei Saurehydrolyse Schliisse ziehen 
zu kénnen, mu8 zunachst das Verhalten von Glucuronsaure und N-Acety! 
glucosamin bei gleicher Behandlung in Betracht gezogen werden. Glucu 
ronsdure wird unter der Einwirkung verdiinnter Mineralsduren allmahlich 
decarboxyliert und teilweise zu nicht reduzierenden Substanzen abgebaut. 
Wiirde das Endprodukt der enzymatischen Spaltung der Hyaluronsaur: 
aus einem Gemisch von N-Acetylglucosamin und Glucuronsiure bestehen, 
dann miiBte der nach HAGEDORN und JENSEN ermittelte Reduktionswert 
dieser Mischung bei langerer Einwirkung von Mineralséuren abnehmen. 


Tabelle 2. Anderung des Reduktionsvermégens von Glucosamin, N-Acetyl- 
glucosamin, Glucuronsdure und Lésung I bei Behandlung mit n HCl bei 100°. 





Reduktionswert nach Hagedorn 
und Jensen in Prozenten der Reduktion 
vor der Saurebehandlung 





nach 2 Stunden nach 15 Stunden 





Glucosamin-hydrochlorid ........ 100 99 
N-Acetylglucosamin .......... 112 112 
GUACUTONEOUIIE 55s sok OE Se 96 67 
ee Bean OT ones Peat a See eos Ea 112 116 








Das Reduktionsvermégen der Lésung I steigt aber im Gegensatz hierzu 
schwach an. Dieses Ergebnis deutet auf die Anwesenheit von Oligosaccha 
riden in Lésung I, die bei der Saurebehandlung teilweise zu Monosaccha 
riden gespalten werden. 


Adsorptionsanalyse der bei der enzymatischen Spaltung der Hyaluronsdure 
gewonnenen Abbauprodukte. 


A. Frontanalyse. 


1 ml der Lésung I wurde auf 44 ml verdiinnt. Eine Frontanalyse der 
so gewonnenen Lésung, die 0,5 mg reduzierende Substanz nach HAGEDORN 
und JENSEN pro ml enthielt, ergibt das Diagramm der Abb. 2. Wahrend 
die anwesenden Salze kaum zuriickgehalten werden, erscheint die Kohlen 
hydratkomponente erst nach 5,5 ml. Das allmahliche Ansteigen der Kon- 
zentration zum urspriinglichen Wert der Lésung deutet auf die Anwesen- 
heit zweier oder mehrerer Komponenten mit sehr ahnlicher Adsorptions- 
affinitat fiir Kohle. Der optisch ermittelte Gehalt der Lésung an Kohlen- 
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hydrat betragt 0,1%. In Tabelle 3 sind vergleichsweise die Verzégerungs- 
volumina einiger Zuckerarten zusammengestellt. Der Uneinheitlichkeit 
der Kohlenhydratfraktion von Lésung I zufolge kann das erhaltene spez. 
Verzégerungsvolumen von 110 ml/g Kohle nicht ohne weiteres mit 
dem Verz6égerungsvolumen der Glucose, 

Saccharose und Raffinose verglichen 50 -- 

werden. Soviel kann jedoch mit Be- & # 
stimmtheit gesagt werden, daB das Sw» 
untersuchte Spaltprodukt bedeutend . 
stirker adsorbiert wird als die Glucose. Q 
Wie wir spiter sehen werden, ist die Abb. 2. Frontanalyse der Lésung I 
Adsorptionsaffinitat von Glucuronsaure epee bey or nag eer sens 
und Glucosamin von jener der Glucose 

nur wenig verschieden und auch die Adsorptionsaffinitat des N-Acetyl- 
glucosamins ist nur wenig gréBer als die der Glucose. Es kann also ge- 
folgert werden, daB die vorliegende Komponente kein Monosaccharid, 
sondern eine oder mehrere héhere Zuckerarten darstellen muB. 








” 20 com J0 


Tabelle 3. Verzégerungsvolumina verschiedener Kohlenhydrate 
und von l-Ephedrin bei Adsorption an 50 mg Carboraffin C [0.1% ige Lésungen 
in 0,2 mol. NaCl + 0,2 mol. Acetatpuffer, py 4,6]). 





vin ml/g 





Glucose 

Saccharose 

Maltose 

Raffinose . Sabet Epo aay dean ae 
Abbauprodukt der Hyaluronsaure 
|-Ephedrin 





Die punktierte Kurve in Abb. 2 wurde in folgender Weise gewonnen: 
Die Lésung wurde nach Austritt aus der Kohlesdule in Portionen zu 1 bis 
2ml gesammelt und der Gehalt dieser Fraktionen an reduzierender Sub- 
stanz nach HAGEDORN und JENSEN bestimmt. Die so gewonnenen Reduk- 
tionswerte wurden in Brechungsindexeinheiten ausgedriickt, wobei die 
Annahme gemacht wurde, daB die vorliegenden Komponenten den gleichen 
Brechungsindex wie die Glucose aufweisen. Der Brechungsexponent variiert 
nur wenig bei verschiedenen Mono- und Oligosacchariden. Wir sehen, dah 
die auf diese Weise ermittelte Konzentration etwa halb so groB ist wie die 
optisch gemessene. Das vorliegende Produkt der enzymatischen Spaltung 
der Hyaluronsaure weist also die Reduktion eines Disaccharids auf. 


B. Verdrangungsanalysen. 


Es konnte friiher gezeigt werden, daB Abbauprodukte der Starke vor- 
teilhaft durch Adsorption an Aktivkohle und Verdrangungsentwicklung 
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durch Ephedrin voneinander getrennt werden kénnen und da diese \{ 

thode ein Identifizieren der in einer Mischung vorhandenen Mono- uni 
Oligosaccharide an Hand ihrer Adsorptionsaffinitaten ermdéglicht [23]. | 

wurde also versucht, diese Methode auch zur Reinigung und Identifizierun: 
von Abbauprodukten der Hyaluronséure anzuwenden. Abb. 3 zeigt Dia- 
gramme, die durch Adsorption von Glucuronsaure, Glucosaminhydroch|o- 
rid bzw. N-Acetylglucosamin an Kohle und darauffolgende Verdrangung 


60 











i i 1 i - 
” 2“ HO cm 0 20 com 
Abb. 3A Abb. 3B 
Abb.3. A. Adsorptionsanalyse von 10 mg Glucuronsaure. Adsorbens: 0,47 g Carboraffin C. Ver- 
drangungsmittel: 0,5% Ephedrin. 


Abb. 3. B. Adsorptionsanalyse von 5 mg Glucosaminhydrochlorid. Adsorbens:0,47 g Carboraffin C. 
Verdraingungsmittel: 1% Ephedrin 











Abb. 3. C. Adsorptionsanalyse von 20mg N-Acetylglucosamin. Adsorbens: 0,83 g Carboraffin C. 
Ve: mittel: 1% Ephedrin. 


mit Ephedrin gewonnen wurden. Glucuronséure und Glucosaminhydro- 
chlorid bilden sogenannte freie Zonen, erscheinen also von der Front des 
Ephedrins getrennt, ganz analog wie andere Monosaccharide. Das Acety!- 
glucosamin wird etwas starker gebunden und bildet eine stationare Kon- 
zentration von 0,018%. Vergleichsweise sei erwahnt, daB Saccharose, 
Raffinose und das Tetrasaccharid Stachyose unter gleichen Bedingungen 
stationare Konzentrationen von 0,15, 0,54 und 0,70% aufweisen. 

Wird das Reaktionsprodukt der enzymatischen Spaltung von Hyaluron- 
saure (Lésung I) unter ganz analogen Bedingungen einer Verdrangungs 
analyse unterworfen, dann erhalt man das Diagramm A der Abb. 4. Dic 
,freie“’ Komponente besteht ausschlieBlich aus anorganischen Salzen und 
auBer dieser erscheint keine Komponente vor der Adsorptionsfront de- 
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Ephedrins. Daraus folgt, da8 Lésung I keine Glucuronsiure, N-Acetyl- 
zlucosamin oder andere Monosaccharide enthalt. Weiterhin erkennen wir 
aus Abb. 4, da das an Kohle adsorbierte Abbauprodukt im Gegensatz zu 
neutralen Di-, Tri- und Tetrasacchariden von Ephedrin gar nicht verdrangt 
wird. Versuche, in welchen Carboraffin durch Mercks Carbo puriss. und 
zwei weitere Aktivkohlen ersetzt wurde, ergaben hinsichtlich des Verhal- 
tens der Lésung I bei Verdringung durch Ephedrin dasselbe Resultat. 
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Abb. 4. A. Adsorptionsanalyse von 1 ml Lésung I (Gehalt an reduzierender Substanz: 21,7 mg). 
Adsorbens 1,18 g Carboraffin C. Verdrangungsmittel: 1° Ephedrin. 

Abb. 4. B. Adsorptionsanalyse von 25 mg Glucose, 25 mg Saccharose, 100 mg Raffinose und 100 mg 
Stachyose. Adsorbens: 2,37 g Carboraffin C, Verdrangungsmittel: 1% Ephedrin. 


Ebensowenig gelang es, das Kohlenhydrat der Lésung I durch andere 
Verdrangungsmittel, wie z. B. Phenol oder Nicotin zu verdrangen. Auch 
die Verwendung von mit dem Verdraingungsmittel vorbehandelter Kohle- 
sdure fiihrte zu keinem Erfolg, obzwar dieses Verfahren eine praktisch 


vollstindige Verdrangung neutraler Tetra-, Penta- und Hexasaccharide 
und Trennung dieser Komponenten erméglicht [23]. 

Andererseits erkennen wir aus Tabelle 3, daf Ephedrin eine weit 
groéBere Adsorptionsaffinitét zu Kohle besitzt als die Kohlenhydratkom- 
ponente der Lésung I. DaB Ephedrin dieses Kohlenhydrat trotzdem nicht 
zu verdrangen vermag, kann darauf zuriickgefiihrt werden, daB die Aktiv- 
kohle im Falle des Ephedrins zwar gréBere Substanzmengen zu binden 
vermag als im Falle des Kohlenhydrats, daB jedoch die letztere Substanz 
(oder Substanzen) starker an die Kohle gebunden wird als das Ephedrin. 
Als eine andere Erklarung dieses Phainomens ware anzufiihren, daB das 
Ephedrin andere Adsorptionsstellen der Kohle ,,bevorzugt“ als die hier 
besprochene Kohlenhydratkomponente. Jedenfalls besteht ein Unterschied 
zwischen dieser Komponente und den neutralen Oligosacchariden, da 
Ephedrin sich ja als eine fiir die Adsorptionsverdrangung der letzteren be- 
sonders gut geeignete Substanz erwiesen hat. 

Eine Verdrangung des an Kohle adsorbierten Kohlenhydrats der 
Lésung I durch Ephedrin kann jedoch, wie aus Abb. 5 zu erkennen ist, in 
Anwesenheit von sekundérem Natriumphosphat in m/100 Konzentration er- 
reicht werden. Ahnliche Diagramme wurden auch bei der Verwendung von 
m/100 Phosphatpuffer von py 7,5 oder von m/100 Natriumbicarbonat- 
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lésung erhalten, wahrend in Anwesenheit von m/100 Kochsalz- od 
m/100 primirer Natriumphosphatlésung keine Verdrangung des adso: 
bierten Kohlenhydrats durch Ephedrin erreicht werden konnte. Die Ad 
sorptionsverdrangung in alkalischen Pufferlésungen kann jedoch nicht zu: 
einem analytischen Studium des Reaktionsproduktes der Hyaluronsiiur: 
spaltung herangezogen werden, da Derivate des N-Acetylglucosamins in 
alkalischer Lésung leicht in cyclische Derivate iibergehen. Wahrend di: 
Eigenschaften der Komponente A in Abb. 5 mit denen des Kohlenhydrat, 
der Ausgangslésung tibereinstimmen 
und daher wahrscheinlich die unver 
anderte Substanz darstellen, deuten 
die Analysenwerte der Komponente /3 
auf ein Umwandlungsprodukt der- 
selben. Der Gehalt der Komponente | 
an reduzierender Substanz, ausge 








Abb. 5. Adsorptionsanalyse von 2,8 ml Lésung I. im : a 
‘Aileorbane* po 8 Carboraffin c Vorbehanaei: driickt als Acetylglucosamin und Glu 


mit 0,01 mol. sekundire i - . Soe yee 
losung, Verdringangemittel: Epheden in; curonsaure in aquimolekularen Men 


math in0,eh meal ooeendaae eaeempnenpnee- gen und bestimmt nach der Ferri- 

cyanidmethode, betrug 53% der op- 
tisch gemessenen Konzentration. Durch zweistiindige Behandlung mit 
normaler Salzséure bei 100° stieg das Reduktionsvermégen der Lésung 
auf das 1,15fache. Der Stickstoffgehalt betrug 2,8% der optisch ge 
messenen Konzentration. Mit p-Dimethylaminobenzaldehyd gab die Sub 
stanz nach vorhergehender Behandlung mit Alkali bei Zimmertemperatur 
eine intensive Rotfarbung. Die Naphthoresorcinprobe auf Pentosen war 
nach Vorbehandlung der Substanz mit siedender 6n Salzsaure positiy. 
Dies deutet auf die Anwesenheit von Hexuronsiure im Molekiil des 
Kohlenhydrats. 


Adsorptionsanalyse der Abbauprodukte der Chondroitinschwefelséure. 


Im Anschlu8 an die oben beschriebenen Untersuchungen iiber den 
enzymatischen Abbau der Hyaluronsaure soll hier die Adsorptionsanalyse 
von enzymatisch gespaltener Chondroitinschwefelsdure kurze Erwahnung 
finden. 


Die Chondroitinschwefelsaure wurde von Prof. Birx aus Rinderknorpel dar- 
gestellt und mir liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt. 160 mg des Na- 
triumsalzes der reinen Chondroitinschwefelsaure wurden in 16 ml m/10 Acetat- 
puffer von py 4,6 gelést. Dieser Lésung wurden 2 ml mol. Kochsalzlésung 
sowie 1 ml Mucopolysaccharase-Lésung (0,01%) zugesetzt, die Mischung in 
Anwesenheit von Toluol bei 37° 64 Stunden aufbewahrt, dann gegen 500 ccm 
Wasser dialysiert und das Dialysat im Vakuum auf 5 ml eingeengt. 


Das Ergebnis einer Verdringungsanalyse von 1,5 ml dieser Loésung - 
10 mg reduzierende Substanz (nach HAGEDORN und JENSEN) enthaltend - 
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ist aus Abb. 6 ersichtlich. Neben einer ,,freien Zone“, die nur aus anorgani- 
schen Salzen besteht, erkennen wir eine Komponente (und eventuell eine 
zweite mit sehr niedriger stationérer Konzentration?) vor der Adsorptions- 
front des Ephedrins. Die stationaére Kon- 
zentration dieser Komponente ist nied- 
riger als diejenige neutraler Disaccharide Wl 

(vgl. Abb. 4 B). DerGehalt an reduzieren- yg | 

der Substanz betrigt nach HaGEpoRN ~ ot SERENA 

und JENSEN 50% der optisch gemessenen o 0 = a. ana 
Konzentration. Mit p-Dimethylamino- Abb. 6. Adsorptionsanalyse von enzy- 


benzaldehyd gibt diese Komponente nach ge eee eee eae itis as 


vorheriger Alkalibehandlung eine ver- "fin C. — 1% 
haltnismaBig schwache Rotfarbung. Die 

Farbenintensitat ist bei dieser Substanz nur etwa !/,) so groB wie beim 
Abbauprodukt der Hyaluronsaure, falls Proben mit gleichem Reduktions- 
wert verglichen werden. 


60 


40| 
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Besprechung der Versuchsergebnisse 


Beim Abbau von Hyaluronséure durch gereinigte Mucopolysaccharase 
aus Hoden erscheint - auch nach mehrtagiger Einwirkung stark aktiver 
Enzympraparate und Entfernung der Abbauprodukte durch Dialyse - 
nur etwa 60% des Ausgangsmaterials als reduzierende Substanz, bestimmt 
nach der Methode von HaGEpoRN und JENSEN und ausgedriickt als 
N-Acetylglucosamin -++ Glucuronsaure in 4aquimolekularen Mengen. Aus 
diesem Ergebnis kann gefolgert werden, daB ein vollstandiger Abbau der 
Hyaluronséiure zu Monosacchariden durch Hoden-Mucopolysaccharase 
nicht erfolgt. DaB das Reaktionsprodukt wenigstens teilweise aus Oligo- 
sacchariden besteht, ergibt sich auch aus dem Verhalten desselben bei Be- 
handlung mit Mineralséuren. Wahrend der Reduktionswert einer aqui- 
molekularen Mischung von Glucuronsdéure und N-Acetylglucosamin bei 
Saurebehandlung abnimmt - da die Glucuronsdure allmahlich zerstért 
wird -, weist das Abbauprodukt der Hyaluronsaure bei mehrstiindiger 
Hydrolyse mit Salzsdure ein schwach steigendes Reduktionsvermégen auf. 
Bei 16stiindiger Behandlung mit n HCI bei 100° stieg der Reduktionswert 
um 16%. Ein solches Verhalten ist bei hexuronsaurehaltigen Disacchariden, 
die durch Mineralsauren langsam gespalten werden, zu erwarten. 

Die Frage, inwiefern das Abbauprodukt der Hyaluronsaure aus einem 
Gemisch von Mono- und Oligosacchariden oder nur aus einem oder mehre- 
ren Oligosacchariden besteht, kann an Hand dieser Ergebnisse noch nicht 
entschieden werden. Jedoch konnte auf adsorptionsanalytischem Wege ein- 
deutig gezeigt werden, daB beim Abbau der Hyaluronsaiure durch Muco- 
polysaccharase aus Hoden keine Monosaccharide auftreten. Wahrend 
N-Acetylglucosamin, Glucosamin, Glucuronséure und andere Mono- 
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saccharide nur wenig an Kohle gebunden und durch Ephedrin praktis: 

vollstandig verdrangt werden, wird das Abbauprodukt der Hyaluronsiur. 
durch Ephedrin und andere stark adsorbierbare Substanzen nicht von de 
Kohle verdringt. Nachdem im enzymatischen Hydrolysat 60% des Au 

gangsmaterials als reduzierende Substanz vorliegt und keine Monosaccha 
ride vorhanden sind, kann angenommen werden, da®B das Abbauproduk: 
der Hyaluronsaiure wahrscheinlich aus einem oder mehreren Disacchariden 
besteht. Der etwas zu hohe Reduktionswert (60 statt 50°) kénnte in diesen 
Falle so erklart werden, daB dieses Disaccharid bzw. diese Disaccharide 
mehr Ferricyanid pro Mol reduzieren als aquimolekulare Gemische von 
Glucuronsaure und N-Acetylglucosamin. Vergleichsweise sei erwahnt, dat 
aus Starke durch enzymatische Spaltung gewonnene Tetra- bis Hexa 
saccharide wesentlich mehr Ferricyanid pro Mol reduzieren als Glucose. 

Auch bei der Frontanalyse in Acetatpuffer von py 4,6 zeigt das Abbau- 
produkt der Hyaluronsaure eine bedeutend gréBere Verzégerung der Ad- 
sorptionsfront, als im Falle von Monosacchariden zu erwarten ware. Aus 
einem Vergleich der interferometrisch gemessenen Konzentration der 
Kohlenhydratstufe mit dem Reduktionsvermégen derselben nach Hace 
DORN und JENSEN erkennen wir, da8 das Abbauprodukt der Hyaluron- 
saure die Reduktion eines Disaccharids aufweist. Zum selben Ergebnis 
fiihrt der Vergleich von optisch gemessener Konzentration mit dem Re. 
duktionsvermégen der durch Ephedrin in Anwesenheit alkalischer Puffer 
verdrangten Kohlenhydratkomponente. 

Bei den bisherigen Eréterungen wurden absichtlich nur die nach der 
Methode von HaGEpORN und JENSEN gewonnenen Reduktionswerte in 
Betracht gezogen. Es ist den beim Abbau der Hyaluronsiure gewonnenen 
Kohlenhydraten eigen, daB sie nach der Hypojoditmethode bedeutend 
niedrigere Reduktionswerte liefern als nach der Ferricyanidmethode, wih- 
rend die fiir N-Acetylglucosamin und Glucuronsaure nach beiden Methoden 
gewonnenen Werte nur um wenige Prozente voneinander abweichen. Ahn 
liche Unterschiede zwischen den nach diesen beiden Methoden gewonnenen 
Reduktionswerten fand MorGAn [29] beim Studium der Saéurehydrolyse des 
spezifischen Polysaccharids aus B. dysenteriae. Das 1-Stunden-Hydrolysat 
zeigte etwa doppelt so hohe Reduktionswerte nach der Ferricyanid- wic 
nach der Hypojoditmethode. Bei langdauernder Hydrolyse wurden Pro 
dukte gewonnen, die nach beiden Methoden die gleichen Reduktionswerte 
lieferten. 

Wird das Abbauprodukt der Hyaluronsaure unter gleichen Bedingungen 
wie bei der Ausfiihrung der HAGEDORN-JENSEN-Bestimmung mit Soda vor 
behandelt, dann erhalt man nach der Hypojoditmethode Reduktionswerte, 
die denen nach HaGEeporN und JENSEN ungefahr gleichkommen. Dieses Er- 
gebnis kénnte so gedeutet werden, daB im Molekiil des Spaltungsproduktes 
der Hyaluronsaure Bindungen vorkommen, die in alkalischer Lésung bei 





Uber die enzymatische Spaltung der Hyaluronsiure. 135 


Zimmertemperatur bestindig sind, bei 100° jedoch gespalten werden, wo- 
bei reduzierende Gruppen frei werden. Glucosidische Bindungen sind unter 
solchen Bedingungen in der Regel bestandig. Doch kann die Méglichkeit 
der Anwesenheit von Bindungen anderer Art im Hyaluronsduremolekiil 
nicht ausgeschlossen werden. Fiir das Vorhandensein alkaliempfindlicher 
sindungen spricht die Tatsache, daB die Hyaluronséure unter Einwirkung 
von Alkali allmahlich depolymerisiert wird [30]. 

Die Zunahme des Reduktionsvermégens vom Hyaluronsiure-Abbau- 
produkt beim Erwarmen auf 100° in alkalischer Lésung muB jedoch nicht 
unbedingt auf das Freiwerden von reduzierenden Gruppen durch Spaltung 
der Molekiile in kleinere Bruchstiicke zuriickzufiihren sein. Es wurde be- 
reits oben erwahnt, daB N-Acetylglucosamin unter Einwirkung von Alka- 
lien sehr leicht in ein cyclisches Derivat, wahrscheinlich ein Glucoxazolin, 
iibergeht, das mit p-Dimethylaminobenzaldehyd die charakteristische Rot- 
farbung liefert [31, 32]. Bei langerer Einwirkung von Alkalien auf N-Acetyl- 
glucosamin wird das gebildete Glucoxazolin wieder teilweise zerstért. 
Wahrend aber eine Cyclisierung des N-Acetylglucosamins durch Alkalien 
erst bei héherer Temperatur erfolgt, erhalt man beim Reaktionsprodukt 
der enzymatischen Spaltung von Hyaluronsaure bereits nach Behandlung 
mit Soda, Natriumbicarbonat oder sek. Natriumphosphat bei Zimmertem- 
peratur Rotfarbung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd. Die fiir diese 
Farbreaktion verantwortliche Verbindung ist bedeutend empfindlicher 
fiir Alkalien als das entsprechende Umwandlungsprodukt des N-Acetyl- 
glucosamins. Der relativ niedrige Reduktionswert, den das Abbauprodukt 
der Hyaluronsaure nach der Methode von Macieop und Rositson liefert, 
kénnte also darauf zuriickzufiihren sein, daB wahrend der Ausfiihrung der 
Bestimmung ein Teil des Kohlenhydrats in nicht reduzierende heterocyc- 
lische Verbindungen iibergeht und dadurch der Bestimmung entzogen 
wird. Durch 15 Minuten lange Behandlung mit Soda bei 100° wird der 
anfangs gebildete Ring wieder -gedffnet und die Aldehydgruppe dadurch 
freigemacht. 

Der steile Anstieg im Jodverbrauch des Spaltungsproduktes der Hyalu- 
ronsiure bei Behandlung mit verdiinnten Mineralsiuren beruht wahr- 
scheinlich darauf, daB die Acetylgruppe unter solchen Umstanden leicht 
abgespalten wird und das so entstandene Produkt bei der Hypojoditbehand- 
lung eine weitergehende Oxydation als bis zur Aldonsaure erleidet. Myr- 
BACK [33] konnte kiirzlich zeigen, daB Glucosamin bei der Hypojoditbehand- 
lung je nach der Konzentration des verwendeten Alkalis — als Folge weit- 
gehender Oxydation unter Spaltung des Molekiils in kleine Bruchstiicke — 
4 bis 6 Aquivalente Jod verbrauchen kann. Dagegen wird N-Acetylglucos- 
amin in normaler Weise zur Aldonsiure oxydiert. Myreick betrachtet 
dieses Verhalten des Glucosamins als eine weitere Stiitze der Annahme 
einer betainartigen Struktur des freien Glucosamins. Es ist durchaus még- 
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lich, daB das vorliegende Oligosaccharid nach Abspaltung der Acetylgrupp 
eine analoge Ringstruktur annimmt, vorausgesetzt, daB die der Amin 
gruppe benachbarte Aldehydgruppe frei ist. Die Zunahme des Jodve: 
brauchs bei Behandlung des Oligosaccharids mit Alkali steht jedoch mit 
den eben besprochenenen Eigenschaften des Glucosamins wahrscheinlic|; 
nicht in Zusammenhang, da eine Abspaltung der Acetylgruppe des Oligo 
saccharids bei Behandlung mit !/,)m Natriumcarbonat bei 100° nur ve: 
haltnismaBig langsam erfolgt. 

Die Neigung der Derivate des Glucosamins zur Ringbildung erschwert 
erheblich eine Bestimmung der reduzierenden Gruppen im Molekiil der 
selben. Dies gilt keineswegs nur fiir die hier besprochenen Zuckerbestim- 
mungsmethoden, sondern natiirlich auch fiir die Kupfermethoden und 
anderen Verfahren. So ist z. B. seit lange her bekannt, daB N-Acetylglucos 
amin nach der Methode von BERTRAND nur etwa 60% des theoretischen 
Reduktionswertes liefert, wahrend nach der Methode von SHAFFER und 
SomoGyi noch niedrigere Werte erhalten werden. Wir kénnen aus dem 
Reduktionswert eines Kohlenhydrats von hier besprochenem Typus nicht 
ohne weiteres entscheiden, ob wir es mit einem Mono-, Di- oder héheren 
Oligosaccharid zu tun haben. Die bisherigen Versuchsergebnisse sprechen 
jedoch dafiir, da8 das Endprodukt der Spaltung der Hyaluronsaure durch 
Hodenmucopolysacharase ein Disaccharid sei. 


Zusammenfassung. 


Hochviskose Lésungen von Hyaluronsaure aus Glaskérper wurden mit 
Mucopolysaccharase aus Hoden so lange digeriert, bis die Viscositiat der- 
selben auf nahezu den Wert des Lésungsmittels herabsank. Die Sedimen- 
tationskonstante des Reaktionsproduktes wurde mit der Sedimentation; 
konstanten der Hyaluronsdéure bei verschiedenen Konzentrationen ver 
glichen. Die gegen die Konzentration Null hin extrapolierte Sedimentations- 
konstante der Hyaluronséure vor der Behandlung betrug 3,9, die de- 
depolymerisierten Produktes 1,9. 

Auch nach mehrtagiger Einwirkung starker Mucopolysaccharase-Pri 
parate auf Hyaluronsaure tritt nur etwa 60% der Gesamtsubstanz als 
reduzierende Substanz nach HAGEDORN und JENSEN auf. Das Reduktions 
vermégen des Endproduktes der Spaltung steigt bei Einwirkung verdiinnter 
Mineralséuren langsam an, wahrend das Reduktionsvermégen einer aqui 
molekularen Mischung von N-Acetylglucosamin und Glucuronsaure unte! 
gleichen Bedingungen abnimmt. Diese Ergebnisse deuten auf die Anwesen- 
heit von Oligosacchariden im Reaktionsprodukt der Hyaluronsaurespaltung. 

Sowohl Frontanalysen wie Verdrangungsanalysen, ausgefiihrt im Ad 
sorptionsanalyseapparat von TISELIUS, zeigen eindeutig die Abwesenheit 
von Monosacchariden im Reaktionspronsprodukt der enzymatischen Spal- 
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tung von Hyaluronsdure. Das Reaktionsprodukt wird im Gegensatz zu 
neutralen Di-Tri- oder Tetrasacchariden in wasseriger Lésung durch Ephe- 
drin von der Aktivkohle nicht verdrangt. In schwach alkalischen Puffer- 
lssungen kommt eine Verdrangung des Spaltproduktes durch Ephedrin je- 
doch zustande. 

Die GroBzahl der experimentellen Befunde spricht dafiir, daB das End- 
produkt der Spaltung der Hyaluronsdiure durch Mucopolysacharase aus 
Saugerhoden ein oder mehrere Disaccharide darstellt. 

Eine Verdrangungsanalyse des Reaktionsproduktes der Spaltung von 
Chondroitinschwefelsiure durch Hoden-Mucopolysaccharase wurde eben- 
falls ausgefihrt. 


Herrn Prof. A. Tise.ius bin ich fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung und 
sein Interesse an meiner Arbeit zu groBer Dankbarkeit verpflichtet. , 
Herrn Prof. G. Birx danke ich fiir viele wertvolle Diskussionen und Ratschlage. 

Herrn Prof. T. Sveppere danke ich, daB er mir die Ausfiihrung dieser Unter- 
suchungen an seinem Institut ermdglichte. 
Diese Arbeit wurde von WALLENBERG-STIFTELSEN finanziell unterstiitzt. 
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Uber die enzymatische Spaltung 
der Hyaluronsdure. 


II. Mitteilung: 


Abbau zu Monosacchariden. 
Von 
L. Hawn. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut und dem Medizinisch-chemischen 
Institut der Universitat Uppsala.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 
(Eingegangen am 11. Juli 1944.) 


Bereits MADINAVEITIA und QuIBELL {1} und McCLean und HAte [2 
wiesen darauf hin, da die Spaltung der Hyaluronsaéure durch Mucopoly 
saccharasen wahrscheinlich in zwei Stufen erfolgt: Einer Depolymerisation 
der hochpolymeren Polysaccharidséure zu niedermolekularen Einheiten 
und einer weiteren Hydrolyse zu einfachen Bausteinen. MEYER und Mit- 
arbeiter [3] fanden, daB die py,-Abhangigkeitskurve der Aktivitaét von 
Enzympraparaten aus Hoden zwei Maxima aufweist und vermuten daraus. 
sowie aus dem Verlauf der enzymatischen Hydrolyse der Hyaluronsaure, 
daB die untersuchten Praparate wahrscheinlich zwei Enzyme enthalten, 
eine Polysaccharase, die die Polysaccharidsaure zu Aldobionsaureeinheiten 
abbaut, und ein zweites Enzym, welches das Disaccharid zu Monosaccha 
riden spaltet. Nun konnte kiirzlich gezeigt werden, daB die gereinigte Muco- 
polysaccharase des Hodens die Hyaluronsaure nicht bis zu Monosacchari- 
den zu spalten vermag [4]. Das Endprodukt der Spaltung ist wahrschein 
lich ein Disaccharid. 

Die Frage, ob die Spaltung bis zu dieser Stufe von einem oder mehreren 
Enzymen bewirkt wird, war damit natiirlich nicht entschieden. Es wurd: 
daher untersucht, inwiefern eine Anreicherung des depolymerisierenden 
Prinzips auf Kosten des hydrolysierenden Prinzips méglich sei. Auf elektro 
phoretischem Wege konnte keine nennenswerte Verschiebung im Verhalt 
nis der beiden Aktivitaten erreicht werden. Dagegen zeigte ein Vergleich 
der depolymerisierenden und der hydrolytischen Wirksamkeit hochgerei 
nigter Enzympraparate mit jenen des Rohenzyms, daB wihrend des Rei 
nigungsprozesses der Mucopolysaccharase eine Zunahme der depolymeri- 
sierenden Aktivitaét im Verhaltnis zur hydrolytischen Aktivitaét eingetreten 
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jt. Ein Vergleich des Reaktionsproduktes der Hyaluronsaurespaltung durch 
rohe Enzympraparate mit den beim Abbau der Hyaluronsaure durch ge- 
reinigte Mucopolysaccharase gewonnenen Abbauprodukten ergab, daB die 
Verschiebung im Verhaltnis der beiden Wirkungen wihrend des Reini- 
gungsprozesses wenigstens grOBtenteils darauf beruht, daB rohe Hoden- 
extrakte neben der Mucopolysaccharase ein zweites Enzym enthalten, wel 
ches beim Reinigungsproze8 entfernt bzw. inaktiviert wird. Dieses Enzym 
greift das Oligosaccharid bzw. die Oligosaccharide an, die bei der Spaltung 
der Hyaluronsiure durch Mucopolysaccharase entstehen und spaltet diese 
zu Monosacchariden. 


Methodisches. 


Zur Gewinnung des Rohenzyms wurde getrockneter Stierhoden mit dem 10- 
fachen Volumen m/10 Essigsaure extrahiert. Der Extrakt wurde durch Fallung 
mit 27% gesattigtem Ammoniumsulfat gereinigt und danach die aktive Substanz 
mit 70% gesattigtem Ammoniumsulfat ausgefallt. Der Niederschlag wurde in 
einem Mindestvolumen Wasser gelést und die Lésung gegen Wasser 6 Tage 
dialysiert. Aus diesem Rohenzym wurde etwa 10000 fach konzentrierte Muco- 
polysaccharase nach einem friiher angegebenen Verfahren [5] gewonnen. 

Die Hyaluronsdéure wurde aus Glaskérper nach dem Verfahren von Buix [6] 
dargestellt, in m/10 Acetatpuffer von py 4,6 zu 0,25 bis 1,0%, gelést und dieser 
Lésung NaCl bis zu !/,) Molaritat zugesetzt. 

Die Bestimmung der depolymerisierenden Wirkung der Mucopolysaccharase 
erfolgte auf viscosimetrischem Wege, wahrend die mucolytische Aktivitat von 
Enzympraparaten durch Bestimmung der bei der Spaltung der Hyaluronsaure 
in Freiheit gesetzten reduzierenden Gruppen gemessen wurde. Die Ausfiihrung 
beider Bestimmungsmethoden erfolgte in friiher angegebener Weise [5]. 

Reduzierende Substanzen wurden in eiweiBfreien Lésungen nach einer ver- 
einfachten Modifikation der Methode von HacEeporn und JENSEN bestimmt 
(ohne ZnSQ,-Fallung). Diese Methode fand auch bei der Bestimmung der hydro- 
lytischen Aktivitat von Enzympraparaten Verwendung. Die Anwesenheit von 
minimalen Mengen von EiweiBkérpern (10-® bis 10-5 g Eiweif pro mg redu- 
zierende Substanz) stérte die Bestimmung nicht. In Anwesenheit von gréBeren 
EiweiBmengen wurden reduzierende Gruppen nach der Kupfermethode von 
SHAFFER und SomoeGy1 [7] bestimmt. : 

Adsorptionsanalysen wurden im Apparat von TiseLius [8] ausgefiihrt. Als 
Adsorbens wurde Carboraffin C verwendet. Die Konzentration der Lésung nach 
Austritt aus der Saule wurde interferometrisch gemessen. Als Verdrangungs- 
mittel wurde l-Ephedrin verwendet. Betreffs der Ausfiihrung der Bestimmungen 
sei auf die Arbeiten von TisE.ius [9] hingewiesen. 


Versuchsergebnisse. 


Anreicherung der depolymerisierenden Wirksamkeit 
der Mucopolysaccharase. 


a) Durch Elektrophorese. 


Gereinigte Hoden-Mucopolysaccharase, gelést in Acetatpuffer von 
Px 5,15 (Ionenstarke 0,1), wurde im Apparat von TisELius 24 Stunden lang 
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der Elektrophorese unterworfen. Das Potentialgefalle betrug 6,8 Volt/cn 

Die Beweglichkeit der Tragersubstanz der depolymerisierenden Wirksan 

keit bei diesem py; war von friiber her bekannt [5]. Die Fliissigkeitssaul, 
in den Zellen wurde wihrend des Versuchs durch Zuhilfenahme des ii!) 
lichen Kompensationsverfahrens mit einer der Wanderung der Muco 
polysaccharase (depolymerisierende Wirkung) entsprechenden Geschwindig 
keit in entgegengesetzter Richtung verschoben. Dadurch wurde erreicht, 
da8 der GroBteil der aktiven Substanz wihrend der Elektrophorese in den 
urspriinglichen Zellen stehenblieb. Nach erfolgtem Versuch wurde der 
Inhalt der beiden am weitesten voneinander entfernten Zellen entnommen 
und so verdiinnt, daB die depolymerisierende Aktivitat beider Fraktionen 
etwa eine Aktivitatseinheit betrug. Die hydrolytische Wirkung von Proben 
ZU 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 und 0,50 ml beider auf diese Weise verdiinnten 
Fraktionen wurde alsdann ermittelt. Weitere zwei Elektrophoreseversuche 
wurden bei py 4,49 ausgefiihrt. Das Potentialgefalle betrug 6,6 Volt/cm 
und die Versuchsdauer 60 Stunden. Ansonsten wurde ahnlich verfahren 
wie oben. Wie aus Tabelle 1 zu erkennen ist, kam es bei py 5,15 zu einer 
geringen Anreicherung der depolymerisierenden Wirkung auf der Seite des 
positiven Pols, wahrend bei py; 4,49 eine unbedeutende Anreicherung dieser 
Wirkung auf der Seite des negativen Poles erfolgt. Die erhaltenen Effekte 
sind aber nicht groB genug, um den SchluB ziehen zu diirfen, daB eine Tren- 
nung der beiden Wirkungen auf elektrophoretischem Wege méglich sei. 


Tabelle 1. 





A , B 
Depolymerisierende Relative 
Aktivitaét in M. E. hydrolytische Aktivitat 


+ Seite — Seite + Seite | —Seite + Seite | — Seite 





Versuch I 5,15 1,13 | 0,75 1,00 | 1,24 1,13 | 0,61 
Versuch II 5,15 1,06 | 1,00 1,00 | 1,29 1,06 | 0,78 
Versuch III | 4,49 1,09 | 1,00 a7]. 4,@0 0,86 | 1,00 
Versuch IV | 4,49 1,00 | 1,06 0,98 | 1,00 1,02 | 1,06 














b) Durch fraktionierte Fallung mit anorganischen Salzen. 


Ein Vorversuch, in welchem die depolymerisierende Wirkung von Roh- 
enzym und 10 ooofach konzentrierter Mucopolysaccharase mit der hydro- 
lytischen Aktivitat derselben verglichen wurde, ergab, daB die Menge der 
durch Praparate gleicher depolymerisierender Wirkung in Freiheit ge- 
setzten reduzierenden Gruppen im Falle des rohen Enzyms erheblich groBer 
ist als im Falle des gereinigten Praparats. 

Um diese Anreicherung der depolymerisierenden Aktivitat wahrend 
des Reinigungsprozesses zu verfolgen, wurde die Mucopolysaccharase 
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durch Fallung mit Kupfersulfat und Natriumchlorid und durch fraktionierte 
Fallung mit Bleiacetat und Amoniumsulfat in friiher angegebener Weise [5] 
konzentriert und das Verhalten der Praparate verschiedenen Reinheits- 
grades verglichen. Praparat I in Tabelle 2 ist das Filtrat nach Fallung des 


Tabelle 2. 





A B Cc 
Depolymerisierende | Depolymerisierende Hydrolytische 
Aktivitat in Aktivitat in Aktivitat in 
M.E./mg Trocken- M.E./ml Lésung relativen Einheiten 
substanz pro ml Lésung 





Rohenzym . . 12 1,00 1,00 1,00 
PraparatI . . 56 1,23 0,91 1,35 

Dx | ae 455 1,09 0,61 1,79 
Ill. . 910 1,90 0,83 2,28 


” 














Rohenzyms mit Kupfersulfat (0,01 Mol pro Liter) und mit Natriumchlorid 
bei halber Sattigung in essigsaurer Lésung. Praparat II wurde aus Pra- 
parat I durch fraktionierte Fallung mit Bleiacetat und darauffolgende 
fraktionierte Aussalzung mit Ammoniumsulfat gewonnen. Praparat III 
wurde schlieBlich durch nochmalige Fraktionierung mit Bleiacetat erhalten. 
Das Rohenzym und Priparate I bis III wurden dann so verdiinnt, daB die 
depolymerisierende Aktivitét derselben etwa 1 bis 2 Aktivitatseinheiten 


betrug. Aus Tabelle 2 ist der Zusammenhang zwischen depolymerisieren- 
der und hydrolytischer Aktivitat dieser Praparate zu ersehen. Die Menge 
durch Priparate gegebener depolymerisierender Wirkung in Freiheit ge- 
setzter reduzierender Substanz nimmt wahrend des Reinigungsprozesses 
allmahlich ab. Diese Verschiebung im Verhialtnis der beiden Wirksam- 
keiten kann auf folgende Weise erklart werden: Die stufenweise Spaltung 
der Hyaluronsaure bei der Einwirkung roher Hodenextrakte erfolgt durch 
mindestens zwei Enzyme. Die Wirksamkeit des einen Enzyms besteht haupt- 
sichlich oder ausschlieBlich in einer weiteren Hydrolyse mittlerer oder 
niederer Spaltungsprodukte. Dieses Enzym wurde wiahrend des Reini- 
gungsvorgangs allmahlich entfernt oder inaktiviert, oder auch wurden 
Stoffe, die die Wirksamkeit des anderen (,,depolymerisierenden“‘) Enzyms 
hemmen, nach und nach abgetrennt. 


Abbau der Hyaluronsdure durch das Rohenzym. 


Es wurde in der vorhergehenden Arbeit gezeigt, daB bei der Spaltung 
von Hyaluronsaure durch gereinigte Mucopolysaccharase aus Hoden keine 
Monosaccharide auftreten [4]. Das Endprodukt der Spaltung, ein oder 
mehrere N-haltige Oligosaccharide, zeichnen sich durch besonders starke 
Adsorption an Kohle in wisseriger Lésung aus. Wahrend an Aktivkohle 

10* 
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gebundenes N-Acetylglucosamin, Glucuronsdure und andere Monosacch 
ride schon durch Wasser leicht eluiert werden, konnte das an Kohle ac 
sorbierte Spaltungsprodukt der Hyaluronsaure nicht einmal durch so star! 
adsorbierbare Substanzen wie Ephedrin oder Nicotin von der Kohle vei 
drangt werden. Dementsprechend ergibt eine ,, Verdrangungsanalyse“ ci 
Reaktionsproduktes der Spaltung von Hyaluronsaure durch gereinigt 
Mucopolysaccharase keine Kohlenhydratkomponente vor der Front de. 
Verdrangungsmittels (Ephedrin). Erst nach Behandlung dieses Produkte. 
mit Mineralsiure bei 100° treten bei der Adsorptionsanalyse Monosa: 
charide auf, wie aus Abb. 1A zu erkennen ist. Die Zone A enthalt 55°, 
der gesamten reduzierenden Substanz der Probe nach der Saurehydrolys: 
und erscheint ,,frei‘‘, d. h. von der Front des Ephedrins getrennt, ein Ver 
halten, das der Glucuronsdiure, dem Glucosaminhydrochlorid (und auch 
anderen Monosacchariden) eigen ist. 

Eine in analoger Weise ausgefiihrte Adsorptionsanalyse des Reaktions 
produktes der Spaltung von Hyaluronsaure durch rohes Hodenenzym zeigt 
die Abb. 1B. Das untersuchte Reaktionsprodukt wurde in folgender Weise 
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Abb. 1. Adsorptionsanalysen in wasserigen Lésungen. Adsorbens 0,83 g Carboraffin C. Verdringungs- 
mittel 1% Ephedrin. 
A. Reaktionsprodukt der Spaltung von Hyaluronsaure durch gereinigte Mucopolysaccharase nach 
zweistiindiger Hydrolyse mit n HCI bei 100°. 
B- Reaktionsprodukt der Spaltung von Hyaluronsaure durch Rohenzym. 
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Abb.1C. Reaktionsprodukt der Spaltung des beim Abbau der Hyaluronsaéure durch Mucopoly- 
saccharase gewonnenen Mucooligosaccharids durch Rohenzym. 


gewonnen: 30 ml einer 0,5%igen Lésung von Natriumhyaluronat wurden 
mit 3 ml einer 1% igen Lésung des Rohenzyms 4 Tage lang bei 37° und 
Py 4,6 digeriert. Sowohl Substrat wie Enzym wurden vorher griindlich 
dialysiert. Das Reaktionsprodukt wurde zweimal gegen je 500 ml Wasser 





Uber die enzymatische Spaltung der Hyalurénsaure. 143 


> Tage lang dialysiert und die vereinigten Dialysate im Vakuum auf 10 ml 
-ingeengt. 2 ml dieser Lésung wurden zur Adsorptionsanalyse verwendet. 
Wir erkennen im Diagramm der Abb.1B vor der Front des Ephedrins 
zwei Komponenten A und B. Diese Komponenten wurden voneinander 
und vom Ephedrin getrennt und naher untersucht. A enthielt neben anorga- 
nischen Salzen 6,8 mg reduzierende Substanz (als Glucose nach HaGe- 
poRN und JENSEN), wahrend das Reduktionsvermégen von B der Reduk- 
tion von 3,9 mg Glucose entsprach. Von den beiden Fraktionen gab nur 
B Rotviolettfarbung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd und Salzsaure nach 
vorhergehender Behandlung mit Alkali. Die Glucuronsdurereaktion mit 
Naphthoresorcin wurde wiederum nur von der Komponente A gegeben. 
Bei Verdrangung durch Ephedrin erscheint die Komponente A als ,,freie“ 
Zone, ganz analog wie Glucuronsdure, Glucosamin und neutrale Mono- 
saccharide. Das Verhalten der Komponente B entspricht dem Verhalten 
von N-Acetylglucosamin (vgl. die Adsorptionsanalysen von Glucose, Glu- 
curonsdure, Glucosaminhydrochlorid und N-Acetylglucosamin in der vor- 
hergehenden Arbeit [4]). 

Wir sehen also, daB das rohe Enzympraparat im Gegensatz zur gereinig- 
ten Mucopolysaccharase die Hyaluronsaure tatsachlich zu Monosacchari- 
den zu spalten vermag und kénnen daraus folgern, da& im Hodenextrakt 
neben der Mucopolysaccharase ein zweites Enzym vorkommt, das ent- 
weder die Hyaluronsiure in einer von der Mucopolysaccharase des reinen 
Enzympraparats verschiedenen Weise spaltet oder die Fahigkeit besitzt, 
das Endprodukt der Spaltung von Hyaluronsaéure durch Mucopolysaccha- 
rase weiter zu hydrolysieren. Um diese Frage zu beantworten, wurde folgen- 
der Versuch angestellt: Hyaluronsaure wurde zuerst durch gereinigte 
Mucopolysaccharase abgebaut und die gebildeten Mucooligosaccharide 
durch Dialyse aus dem Gemisch entfernt. Das Dialysat wurde im Vakuum 
auf 5 ml eingedampft und mit 1 ml 1%iger roher Enzymlésung 24 Stun- 
den digeriert. Das im Vakuum eingeengte Dialysat des Reaktionsproduktes 
wurde nun der Adsorptionsanalyse unterworfen. Das auf diese Weise 
erhaltene Diagramm der Abb.1C stimmt mit der Abb.1B iiberein, nur 
ist die Flache der beiden Zonen kleiner, da die verwendeten Substanz- 
mengen kleiner waren. Wir kénnen aus diesem Versuch folgern, daB im 
rohen Enzympraparat ein auf das Endprodukt der Hyaluronsaurespaltung 
durch Mucopolysaccharase eingestelltes Enzym, also eine Mucooligosaccha- 
rase enthalten ist. 


Messung der Oligosaccharasewirksamkeit. 


Aus den oben beschriebenen Adsorptionsversuchen ergibt sich eine 
Méglichkeit des Nachweises und der Bestimmung der Oligosaccharase- 
aktivitat. Da von den Produkten der Hyaluronsaurespaltung durch Hoden- 
enzyme nur die Monosaccharide von der Kohle durch Ephedrin verdrangt 
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werden, kann die Menge der bei der Spaltung frei gewordenen Mono 
saccharide durch Zuhilfenahme der Verdrangungsmethode bestimmt wer- 
den. Kontrollversuche zeigten, daB bei Adsorption eines 4quimolekular 
Gemisches von Glucuronsaure und N-Acetylglucosamin an Kohle und Ver 
drangung durch Ephedrin g2 bis 95% der theoretischen Menge wieder 
gefunden werden. Die Bestimmung der Oligosaccharasewirkung kann 
daher in folgender Weise erfolgen: 2 ml Mucooligosaccharidlésung wer 
den mit 1 ml der zu untersuchenden Enzymlésung und einem Tropfen 
Toluol versetzt und 16 Stunden bei 37° aufbewahrt. Die Mucooligosacch: 
ridlésung wird in friiher angegebener Weise [4] gewonnen und soll 5 mg 
reduzierende Substanz nach HaGEDORN und JENSEN pro ml enthalten, 
Die Mischung wird dann in eine Kohlesaule von 0,83 g gepreBt, gefolg 
von 36ml 1s%iger Ephedrinlésung. Die gesamte Ephedrinmenge wird 
unter solchen Bedingungen von der Kohle festgehalten, wahrend die ge- 
samte Glucuronsaure und etwa 90% des Acetylglucosamins die Kohle ver 
1aBt. Aus der nach HAGEDORN und JENSEN bestimmten Menge reduzieren 
der Substanz im Eluat wird mit Hilfe einer Eichkurve die Enzymaktivitiit 
ermittelt. : 

Die enzymatische Spaltung des Mucooligosaccharids kann auch durch 
direkte Bestimmung der Zunahme von reduzierenden Gruppen verfolgt 
werden. Von den verschiedenen Methoden, die versucht wurden, hat sich 
die Kupfermethode von SHAFFER und SomoGyi als fiir diesen Zweck am 
besten geeignet erwiesen. Die Aktivitatsbestimmung wird in folgender 
Weise ausgefiihrt: 0,5 ml einer Mucooligosaccharidlésung, die 0,5 mg 
reduzierende Substanz pro ml enthalt, wird mit 0,1 ml der zu unter 
suchenden Enzymlésung, 1 ml m/10 Acetatpuffers von py 4,6 und einem 
Tropfen Toluol versetzt und 16 Stunden bei 37° aufbewahrt. Eine zweit 
Probe wird in gleicher Weise, jedoch mit durch 2 Min. langes Kochen 
inaktivierter Enzymlésung behandelt. Der Reduktionswert der so gewon- 
nenen Lésungen r4 und rp wird mit dem Reduktionswert von 0,5 ml 


‘Mucooligosaccharidlésung 7, verglichen und die prozentuale Zunahme des 
; 100 (7 ,—7p): 
Reduktionswertes nach R = errechnet. 
‘ o 


Anreicherung der Mucooligosaccharase. 


Durch Fallung mit Kupfersulfat und halbgesattigtem Natriumchlorid 
und Fraktionierung mit Bleiacetat und Ammoniumsulfat gereinigtc 
Mucopolysaccharase zeigt keine Oligosaccharasewirkung. Es wurde daher 
untersucht, ob eine Anreicherung der Mucooligosaccharase durch fraktio 
nierte Fallung mit den obengenannten Salzen erreicht werden kann. 

Bei der Fallung mit Kupfersulfat in m/100 Konzentration und daraut- 
folgender Fallung mit Natriumchlorid bei halber Sattigung in essigsaurer 
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Lésung wurde ein GroBteil der Oligosaccharaseaktivitat zerstért. Das 
Filtrat nach beiden Fallungen enthielt 24%, die erste Fallung 11% der 
Mucooligosaccharasewirkung der Ausgangslésung, wahrend die zweite 
Fallung inaktiv war. Nahezu die gesamte Mucopolysaccharase war im 
Filtrat enthalten. ; 

Als nachstes wurde eine Fraktionierung mit Bleiacetat versucht. 500 ml 
der rohen Enzymlésung wurden mit 8,5 ml 10%iger Bleiacetatlésung 
versetzt und der entstandene Niederschlag / abzentrifugiert. Der klaren 
Lésung wurde Bleiacetat bis zu einer Konzentration von 2,5% zu- 
gesetzt, dann wurde ein py von 6,75 eingestellt und zentrifugiert (Nieder- 
schlag JZ). In ahnlicher Weise wurden die Niederschlage JJ bis V durch 
allmahliches Einstellen von py 7,25, 7,75 und 8,50 erhalten. Samtliche 
Niederschlage wurden in je 100 ml m/1o Essigsdure gelést und das Filtrat 
nach der Fallung bei py 8,5 wurde im Vakuum auf 100 ml eingeengt. 
Die so gewonnenen Lésungen I bis VI wurden gegen m/1o0o Essigsaure, 
dann gegen Wasser dialysiert und die Oligosaccharasewirksamkeit der- 
selben nach dem Adsorptionsverfahren gemessen. Wahrend 90% der 
Mucopolysaccharase der rohen Enzymlésung in den Fraktionen IV und V 
erschien, verteilte sich die Mucooligosaccharasewirkung auf die Frak- 
tionen I bis VI in folgender Weise: I 24%, II 27%, LI 33%, IV 16% 
und V und VI 0%. 

Die Oligosaccharase der vereinigten Lésungen I bis III wurde, nachdem 
diese im Vakuum auf etwa !/, des Volumens eingeengt wurden, durch frak- 
tionierte Fallung mit Ammoniumsulfat bei 35, 45 und 55% Sattigung 
weiterkonzentriert. Die erhaltenen Niederschlige wurden in je 20 ml 
Wasser gelést. Diese Lésungen sowie das Filtrat nach der letzten Am- 
moniumsulfatfallung wurden salzfrei dialysiert und dann auf 200 ml ver- 
diinnt. Die Oligosaccharaseaktivitat der auf diese Weise erhaltenen Lé- 
sungen VII bis X wurde nach der direkten Methode bestimmt. Die durch 
o,iml Enzymlésung bewirkte Zunahme im Reduktionsvermégen des 
Substrats betrug fiir Lésung VII 67%, fiir Lésung VIII 14%, wahrend in 
den Lésungen IX und X keine Oligosaccharasewirkung nachzuweisen 
war. Dagegen enthielt die Lésung IX 51%, Lésung VIII 39% und Lésung 
VII 10% der Mucopolysaccharase der Lésungen I bis III. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Der Abbau der Hyaluronsaure zu den einfachen Bausteinen Glucuron- 
saure und N-Acetylglucosamin durch das Enzymsystem des Hodens erfolgt 
in mindestens zwei Stufen. Die hochmolekulare Saure wird durch das eine 


Enzym (bzw. Enzymsystem) bis zu niederen Oligosacchariden - wahr- 
scheinlich Disacchariden - gespalten und diese durch ein zweites Enzym 
in Monosaccharide zerlegt. Es liegen hier also sehr -ahnliche Verhaltnisse 
vor wie bei der Chitinspaltung durch das Emulsin der Sii&mandel bzw. der 
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Weinbergschnecke. Die Chitinase greift das native Chitin und héh 
Chitodextrine an, neben dieser kommt aber auch eine Chitobiase vor, | 
auf die niedrigeren Glieder, namentlich auf die Chitobiose, spezifisch ¢: 
gestellt ist. Wahrend aber die Chitinase nach ZECHMEISTER, TOTH u: 
Vaspa [10] aus Chitodextrin N-Acetylglucosamin in Freiheit zu setzen vo: 
mag — die Chitobiase spielt also in diesem Falle nur die Rolle eines ,,Hil!. 
ferments —, erfolgt ein Abbau der Hyaluronséure zu Monosaccharidc: 
erst unter Mitwirkung der Mucooligosaccharase. Ob diese Mucoolig:, 
saccharase native Hyaluronsiure oder héhere Glieder der Hyaluronsaur: 
spaltung abzubauen vermag, kann derzeit nicht entschieden werden. Jeden 
falls wurden bisher keine Mucooligosaccharase-Priparate ohne Mucopo|, 
saccharasewirkung gewonnen. 

Sowohl das Enzymsystem des Hodens wie das Emulsin enthalt ein 
8-Phenyl-N-Acetylglucosaminidase. Dieses Enzym wurde zuerst vo 
HELFERICH und ILorr [11] im Sii8mandelemulsin aufgefunden und spater 
auch im Saft der Weinbergschnecke (ZECHMEISTER, ToTH und VaJDA [10)), 
in wiasserigen Saugerhodenextrakten und in Schlangengiften (Eas1, 
MADINAVEITIA und Topp [12]) nachgewiesen. ZECHMEISTER, TOTH unc 
Vaspa konnten im Falle der Weinbergschnecke zeigen, daB diese 8-Gluco. 
aminidase mit der Chitobiase nicht identisch ist. Vielmehr tritt die Glucos 
aminidase bei der Chromatographie in der gleichen Fraktion auf wie di 
Chitinase. DaB die 8-Glucosaminidase des Hodens nicht mit der Muco 
polysaccharase (depolymerisierendes Enzym!) identisch ist, zeigten East 
und Mitarbeiter. Auch die §-Phenyl-N-Acetylglucosaminidase aus Sii!}. 
mandeln greift die Hyaluronsdure nicht an. Es entsteht also die Frage, 0!) 
die 8-Glucosaminidase des Hodens mit der hier besprochenen Mucooligo 
saccharase identisch sei. East und Mitarbeiter [12] berichten, da ci: 
Mucopolysaccharase des Hodens durch kombinierte Fraktionierung mi! 
Bleiacetat und Ammoniumsulfat von der 8-Glucosaminidase befreit we: 
den kann, geben aber nicht an, in welchen Fraktionen die 8-Glucosamini- 
dase vorliegt. 

DaB die Hyaluronsaure durch die Hodenmucopolysaccharase nicht bi, 
zu Monosacchariden gespalten wird, beruht wahrscheinlich darauf, da‘) 
dieses Enzym nur die eine der beiden glucosidischen Bindungsarten des 
Hyaluronsiuremolekiils, also entweder die glucuronidischen oder di 
glucosaminidischen Bindungen zu spalten vermag. Eine vollstandige Aut 
spaltung der einen der glucosidischen Bindungsarten muB zu einem Disac 
charid fiihren, und zwar entweder zu einem Glucuronid oder zu einen: 
Glucosaminid, da die Hyaluronséure aquimolekulare Mengen Glucuron 
sdure und Acetylglucosamin im Molekiil enthalt, keine reduzierende Eigen 
schaften aufweist und folglich gleich viele glucuronidische und glucosa 
minidische Bindungen enthalten muB. Die bisherigen Versuchsergebniss« 
sprechen dafiir, daB das Endprodukt der Spaltung der Hyaluronsaure dure): 
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Hoden-Mucopolysaccharase tatsaichlich ein Disaccharid ist. Dieses Abbau- 
produkt der Hyaluronsaure gibt starke Rotviolettfarbung mit p-Dimethyl- 
iminobenzaldehyd, eine Farbreaktion, die von solchen Zuckerarten ge- 
zeben wird, die eine der freien Aldehydgruppe benachbarte acylierte Amino- 
gruppe enthalten. So wird diese Reaktion z. B. vom Methylglucosid des 
N-Acetylglucosamins nicht gegeben. Daraus kénnte gefolgert werden, 
daB das aus Hyaluronsaure durch Behandlung mit Hodenmucopolysaccha- 
rase gewonnene Kohlenhydrat ein Glucuronid und die hier besprochene 
Mucooligosaccharase folglich eine Glucuronidase darstellt. 

In diesem Zusammenhang mu erwihnt werden, daB 8-Glucuronide 
des Menthols [12], Borneols und Pregnandiols [3] von wasserigen Hoden- 
extrakten nicht hydrolysiert werden. Daraus kann natiirlich nicht auf die 
Abwesenheit von Glucuronidasen, die auf Abbauprodukte der Hyaluron- 
siure spezifisch eingestellt sind, in solchen Extrakten geschlossen werden, 
insbesondere da es nicht bekannt ist, ob die glucuronidischen Bindungen 
der Hyaluronsaure «- oder $-glucosidischer Natur sind. 


SchlieBlich kann nicht ausgeschlossen werden, daB bei der Spaltung 
der Hyaluronséure auch Enzyme mitwirken, die nicht-glucosidische Bin- 
dungen angreifen. Die Frage nach der Natur des depolymerisierenden 
Enzyms ist in diesem Zusammenhang von besonderem Interesse, seit- 
dem East, MADINAVEITIA und Topp [12] und Biix und SNELLMAN [6] 
gezeigt haben, da eine Depolymerisierung der hochpolymeren Saure 


durch Alkalien bei Zimmertemperatur herbeigefiihrt werden kann. 
Glucosidische Bindungen sind in der Regel alkalibestindig und es ist 
daher durchaus mdéglich, daB die erste Stufe der enzymatischen Spaltung 
des Hyaluronsduremolekiils durch Hydrolyse nicht-glucosidischer Bin- 
dungen erfolgt. 


Zusammenfassung. 


Bei der Einwirkung von roher Hodenmucopolysaccharase auf Hyaluron- 
sdure werden erheblich gréBere Mengen reduzierender Substanz in Freiheit 
gesetzt als bei der Einwirkung gereinigter Enzympraparate gleicher 
depolymerisierender Wirkung. Dies beruht wenigstens teilweise darauf, dali 
der rohen Mucopolysaccharase eine Oligosaccharase beigemengt ist, 
welche die bei der Spaltung der Hyaluronsdure durch Mucopolysaccharase 
auftretenden Oligosaccharide zu Monosacchariden spaltet. 

Aus dem Reaktionsprodukt der Spaltung von Hyaluronsdure durch 
Rohenzym wurden zwei Monosaccharide mit den Eigenschaften der Glu- 
curonsdure bzw. des N-Acetylglucosamins auf adsorptionsanalytischem 
Wege isoliert. 

Die Mucooligosaccharase wurde durch fraktionierte Fallung mit Blei- 
acetat und Ammoniumsulfat angereichert. 
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Herrn Prof. Arne Tisetius und Herrn Prof. GuNNAR ButIx bin ich fiir ihre 
liebenswiirdige Unterstiitzung zu grofSem Dank verpflichtet. Herrn Prof. Ti; 
SveEDBERG danke ich, dafB er mir die Ausfiihrung eines Teiles dieser Arbeit «1 
seinem Institut erméglichte. 

Diese Arbeit wurde von WALLENBERG-STIFTELSEN finanziell unterstiitzt. 
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Wirkung der Calciumkonzentration 
in der Nahrung auf wachsende Ratten. 


Von 
F. Hoitz, H. Porrer und L. SILBERMANN, Berlin-Frohnau. 
(Laboratorium Prof. Holtz.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 31. Oktober 1944.) 


Die Calciumzufuhr mit der Nahrung liegt in Deutschland unter dem 
Wert, der als optimaler Tagesbedarf allgemein anerkannt ist [1, 2, 3]. Ahn- 
liche Feststellungen sind auch in anderen Landern gemacht worden [4, 5, 6]. 

Wie wirkt sich ein derartiges Unterangebot von Calcium auf die Dauer 
aus ? Der Organismus verfiigt iiber SparmaBnahmen, um den Mangel an 
einem Mineral auszugleichen. Trotzdem fand J. Forster [7] bei ungenii- 
gender Calciumzufuhr eine Verarmung des Skeletts und der Weichteile an 
Calcium. M. B. Scumipt [8] beobachtete bei Hunden und wachsenden 
Ratten auf Ca-armen Diaten schwere rachitisahnliche Skelettveranderun- 
gen. Nach RuBNer [9] leidet bei Ca-Entziehung die Knochenmineralisation 
des wachsenden Tieres, wahrend sich die Weichteile ungestért entwickeln. 
Diese Folge des Calciummangels sah W. Dippect [10] bei Kindern und 
jungen Hunden und E. Voir [11] ebenfalls bei jungen Hunden. E. Vorr 
stellte ferner bei Kalkmangel in der Nahrung Mindereinlagerung von Cal- 
cium in samtlichen Organen fest; hierin decken sich seine Beobachtungen 
mit denen von J. Forster [7]. Bei seinen Tauben traten neben einer Ent- 
kalkung von Knochen und Weichteilen auch Stérungen des nervésen Zen- 
tralapparates auf. 

Wie uns das Krankheitsbild der Hypovitaminosen in den letzten Jahr- 
zehnten gelaufig wurde, so ist es auch erforderlich zu wissen, welche 
Krankheitsbilder durch ein standiges Minderangebot von Calcium bedingt 
sein kénnen. 

In den vorliegenden Versuchen wurde die Einwirkung gleichartiger 
Diadten mit wechselndem Calciumgehalt auf wachsende Ratten studiert. 
Wir wahlten zunachst wachsende Tiere, da sich bei diesen Ausfallserschei- 
nungen erfahrungsgemaB am raschesten einstellen. Wir arbeiteten auBer 
mit ,,Ca-armen‘ und ,,Ca-normalen“ auch mit ,,Ca-reichen“ Diaten. Die 
normale feuchte Rattennahrung hat einen Calciumgehalt von ungefahr 
20 bis 60 mg %. Wir nahmen diese GréSenordnung als Wert fiir unsere Diaten 
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mit mittlerem Ca-Gehalt und bauten dann den Versuch so auf, daB d 

Calciumkonzentration von Diat zu Diat jeweils um das Dreifache sties 
Der Ca-Gehalt unserer 7 Diaten betrug, auf fertiges Frischfutter berechnet : 
1,0, 2,8, 8,0, 22, 63, 185, 515 mg% Ca; auf Futtertrockensubstanz_berec! 


net: 5, 14, 40, 110, 315, 925, 2575 mg%, Ca. 

Der Phosphatgehalt aller Diaten wurde absichtlich hoch gewahlt, i: 
feuchten Futter 155 mg®% P entsprechend 775 mg% P in der Trocken- 
substanz. 

Die Zusammensetzung der Nahrung solite sich in allen Diaten méglichs: 
nur durch den Ca-Gehalt unterscheiden. Es war daher erforderlich, zu 
nichst eine sehr Ca-arme Grunddiat zu schaffen, die durch Zusatz von 
Mineralien in beliebiger Weise an Calcium angereichert werden konnte. 
Als Ca-arme Nahrungsmittel wahlten wir Maizena (Maisstarke, Ca-Gehai 
5-15 mg%), Dextropur (krystallwasserhaltige reine Glucose, Ca-Gehalt 
0,3-0,8 mg%); als Fett und Quelle fiir die Vitamine A und D Lebertran 
(Ca-Gehalt 4-10 mg). GroBe Schwierigkeit bereitete uns die Beschaffung 
einer geeigneten Eiweifquelle, da tierisches Eiwei8 nur in beschranktem 
Umfange zur Verfiigung stand und alle Eiweifsorten verhaltnismaBig Ca 
reich sind. Wir benutzten daher: 


1. Weizenkleber (Ca-Gehalt 45-65 mg%). 

Um die Calciumkonzentration im Weizenkleber zu verringern, wurde diese: 
in 2%, Salzsaure suspendiert und innerhalb von 2 Stunden langsam bis zu: 
Siedetemperatur erhitzt. Nach dem Dekantieren wurde der Riickstand erneut 
mit 2% Salzsdure aufgeschwemmt und wiederum erhitzt. Nach 6malige: 
Wiederholung dieses Prozesses wurde der entmineralisierte Weizenkleber au! 
einer groBen Nutsche abgesaugt, getrocknet und pulverisiert. Der Ca-Gehali 
des Weizenklebers wird so auf 2-5 mg % gesenkt. Ausbeute: etwa 50°. — Weizen- 
kleber wird von Ratten ungern gefressen und ist als einziger Eiweibbestandtei! 
der Nahrung nicht ausreichend. Aus diesem Grunde muBte ein Teil des Eiweili- 
gehaltes der Didten durch tierisches Eiweif gedeckt werden. 


. 2. Blutkirperchen (Ca-Gehalt 1-3 mg%). 


Wir haben Blutkérperchen durch Waschen mit wiederholt gewechselter physio- 
logischer Kochsalzlésung von Serumresten befreit, getrocknet und pulverisiert : 
das dunkle Pulver hat einen Ca-Gehalt von 3 bis 6 mg. Leider iibt dieses leicht 
zu gewinnende Material einen ungiinstigen EinfluB auf Wachstum und Gesund 
heitszustand der Tiere aus; sie wurden mager, bekamen ein struppiges Fell, 
waren unruhig und bissig. Die Mortalitat der gesamten Versuchstiere zur Zeit 
der Verfiitterung von Blutkérperchenpulver belief sich auf 40%, des ganzen Tier- 
bestandes, wahrend nach Ausschaltung des Pulvers die Sterblichkeit auf 15°, 
sank. Wir ersetzten daher 7-11 Wochen nach Beginn der ersten 3 Versuchsserie: 
dieses tierische EiweiBquelle durch: 


3. Rindertrockenfleisch (Ca-Gehalt 30~40 mg). 


Diese wurde in dhnlicher Weise wie der Weizenkleber extrahiert, jedoch 
muBte die Extraktionstemperatur niedriger (bei 60-80°) gehalten werden, da 
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sonst zuviel Eiwei8 in Lésung und dadurch zu Verlust ging. Der Extraktions- 
prozeB wurde jeweils 5mal durchgefiihrt. Ca-Gehalt des extrahierten, getrock- 
neten Rindertrockenfleisches 2-4 mg®,. Ausbeute etwa 65°, 

4. Als Trager des Vitamin B-Komplexes benutzten wir zunachst Trockenhefe, 
spater nach verschiedenen Versuchen das Hefepraparat Furunkulin (Chem, Fa- 
brik J. Bars & Co., G.m.b.H., Miinchen 25); Furunkulin beeinfluBt das 
Wachstum der Tiere besonders giinstig und weist den fiir ein Trockenhefeprapa- 
rat auffallend niedrigen Ca-Gehalt von 35 bis 50 mg®%, auf. 


5. Zellistoff (Ca-Gehalt 50-80 mg®,). 

Da es fiir Bilanzversuche erforderlich ist, einen méglichst festen, gutgeform- 
ten Kot zu erhalten, und da es andererseits unserem Futter an Ballaststoffen 
fehlte, so wurde den Diaten Zellstoff zugesetzt. Diese extrahierten wir zuvor bei 
Zimmertemperatur mit 2% Salzsaure, die 10mal nach je 24 Stunden gewechselt 
wurde. AnschlieBend erfolgte Neutralisation des feuchten Zellstoffes durch Am- 
moniumhydroxyd, sodann Auspressen des Zellstoffes mit der Hand. Ca-Gehalt 
des so behandelten Zellstoffes 3-8 mg®%, in der Trockensubstanz. 

Um das erforderliche Salzgemisch den einzelnen Diaten als Lésung zupipet- 
tieren zu kénnen, wurden die Mineralien auf eine saure und auf eine alkalische 
Lésung verteilt: 


Tabelle 1. 
Saure Salzlisung. Alkalische Salzlésung. 


MgCl, +6H,O.... Na,HPO, + 12H,O. 

FeCl, +6H,O .... NaH,PO,+2H,0 .. 
ZnSO,+7H,O.... 0,060 g (bzw. NaH,PO,+ 1 H,O 
CuSO,+5H,O.... 0,045 g 8 3 eae ee 

HG etwa‘'37'% + + ee 5 CONE I io a ks § 
Aqua dest. ad... . 2500 ccm} Aqua dest.ad. .... ccm 


Die Einstellung der verschiedenen Diaten auf den gewiinschten Ca-Gehalt 
wurde durch Zusatz von CaCl,-Lésungen steigender Konzentration erreicht. 
CaCl, wirkt im Kérper acidotisch: 1 g CaCl, entspricht biologisch 7,5 ccm 1 n- 
Salzsaure. Um eine stark acidotische Wirkung der Diaten mit héherem Ca- 
Gehalt auszuschlieBen, wurde den Diaten parallel dem steigenden CaCl,-Gehalt 
zur Neutralisation NaHCO, in biologisch aquivalenter Menge zugesetzt. Wir 
hielten den Cl-Ionen-Gehalt der verschiedenen Diaten annahernd in gleicher 
Hodhe durch Zugabe von NaCl in sinkender Dosierung zu den Diaten mit 1,0, 2,8, 
8;0 und 22 mg% Ca, 

Wenn auch den Diaten mit 185 und 515 mg%, Ca die Gesamt-Ca-Menge als 
CaCl, zugesetzt wire, so hatten zum Angleich der Cl-lonen-Konzentration den 
Ca-armen Diaten entsprechend viel NaCl zugesetzt werden miissen. Dadurch 
ware der Salzgehalt aller Diaten so gewachsen, daf Gesundheitsschadigungen 
aufgetreten waren. Daher wurde den Diadten mit 185 und 515 mg®, Ca neben 
CaCl, auch CaCO, hinzugefiigt, jedoch unter Fortlassung des Natriumbicarbo- 
nates, da CaCO, ja selbst alkalisierend wirkt. Wir gewannen spater jedoch den 
Eindruck, daB die alkalische Wirkung des CaCO, den Mineralhaushalt der Ver- 
suchstiere ungiinstig beeinfluBt. Wir neutralisierten daher in weiteren Versuchen 
das CaCO, biologisch durch entsprechenden HCl-Zusatz, ohne allerdings Ver- 
anderungen im Stoffwechsel herbeizufiihren. 
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Der Wassergehalt der fertigen Diaten betrug 80%. Dariiber hinaus er- 
hielten die Versuchstiere keine zusatzliche Fliissigkeit. 


Tabelle 2. Zusammenstellung und Herstellung der Didten. 
Ein Ansatz reicht durchschnittlich fiir 10 Rattentage (Gewicht der Tiere 60-150 ¢ 





Ansatz | alte Dit | neue Diit 





Extrah, Weizenkleber. . | 10g | 20¢ In 460 ccm kochendes Was- 
Extrah. Blutkérperchen . | 10 g ser wurden alle abgewogenen 
Extrah. Trockenfleisch . | — Substanzen eingerihrt bzw. die 
MOTORRAD Lésungen einpipetiert. An- 
Dextropyr ......{| 60g schlieBend wurde das Futter 
Trockenhefe......| 1g — etwa 15 Min. gekocht. Das 
Furunkulin pie Se tae $2 Futter mu breiig sein, damit 
Extrah. Zellstoff ....| 10g 10 g__—_ es von den Tieren wahrend des 
Lebertvan <0... 2d 30°cem 10ccm_ Stoffwechselversuches nicht aus 
Saure Salzlisung ... | 50ccm |) s5o0ccm den Futternapfen verschleppt 
Alkal. Salzlisung ... | 5occm| s50ccm_ werden kann. 

Aaa Gest, | 460 ccm 430 ccm 


Tabelle 3. Zusatz von Mineralien zu den einzelnen Didtansdatzen. 





mg % Ca in 5 ecm ; HCl in cem (erst 
d wf Diaten g NaCl g NaHCO, x % CaCl, gCaco, | in spiteren Ver- 
. | Lésung | suchen zugesetzt) 








ae — — 
2804 ae | 0,238 


8,0 | | 0,1 | 0,925 
22 ; 0,2 2,80 
63 , ey 4 eas . 
185 , mit oes 2 
515 - — 8,25 7,5 8 


Die Versuchstiere kamen in einem Alter von 5 bis 8 Wochen und mit 
einem Gewicht von 45 bis 70 g in den Versuch. Die Versuchsdauer betrug 
127 Tage. Die Tiere lebten in Glaskafigen auf Torfmull, voriibergehend 
auch auf Sagemehlunterlagen. Es erwies sich als iiberfliissig, die Ca-arm 
ernahrten Tiere auf Drahtgeflecht zu halten. Zweimal (1. und 2. Durch- 
gang) kam jedes Tier wahrend der gesamten Versuchsdauer fiir je 21 Tage 
in einen Stoffwechselkafig (12) mit einer Mindestzwischenpause von 42 
Tagen. Nach einer Vorbereitung von 5 Tagen wurden unter gleichzeitiger 
Kontrolle der Nahrungsaufnahme Kot und Harn in zwei Perioden zu je 
8 Tagen gesammelt und mit konzentrierter Salpetersiure zu homogenen 
Lésungen aufgearbeitet. 

Am Versuchsende téteten wir die Tiere mit Leuchtgas oder Ather. Nach 
Entfernung des Darmes wurde das ganze Tier im Erlenmeyerkolben mit 
konzentrierter Salpetersaure zersetzt, bis eine homogene Lésung vorlag. 
In all diesen Lésungen wurde der Ca- und P-Gehalt nach der von uns be- 
schriebenen Methode (1) analysiert. 
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Kontrollanalysen. 


1, Eine Ratte wurde mit Salpetersaure in der Hitze bis zu einer homogenen 
Flissigkeit verkocht. Nach Auffiillung der Lésung auf 100 ccm wurde ein Teil 
derselben mit Salpetersaure weiter bis zur Beendigung der Oxydationen zer- 
setzt. Bei einem anderen Teil wurden nach Eindampfen die organischen Sub- 
stanzen durch Gliihen im Quarztiegel zerstért. Die Bestimmung des Ca-Gehaltes 
in beiden Proben ergab fiir den Gesamt-Ca-Gehalt der Ratte folgende Werte: 

mg Ca 
Analytiker P Analytiker 8 
Feuchte Oxydation: 1290 1330 1329 
Trockene Oxydation: 1332 1288 1300 


2. Eine Kotprobe wurde bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und anschlie- 
Bend gepulvert. Proben dieses Trockenpulvers wurden auf feuchtem (HNO,) 
und trockenem Wege (Quarztiegel) oxydiert. 

Resultat der Salpetersaure-Oxydation: 100 g getrockneter Kot enthalten 
1860 mg Ca. 

Resultat der Quarztiegel-Oxydation: 100 g getrockneter Kot enthalten 
1870 mg Ca. 

3. In gleicher Weise wurde das durch Pulverisieren einer getrockneten Ratte 
gewonnene Pulver in mehreren Parallelansatzen analysiert . 

Drei Oxydationen auf feuchtem Wege (HNO,) ergaben: 100 g getrocknete 
Ratte enthalten: a) 2970 mg Ca, b) 2990 mg Ca, c) 3020 mg Ca. 

Drei Oxydationen auf trockenem Wege (Quarztiegel) ergaben: 100 g getrock- 
nete Ratte enthalten: d) 3140 mg Ca, e) 2940 mg Ca, f) 3060 mg Ca. 


4. Drei Ratten aus gleichem Wurf wurden in iiblicher Weise zur Bestimmung 
des Ca- und P-Gehaltes mit HNO, verarbeitet: 





mg% Caim | mg% P im 


Gewicht i. g Gesamttier | Gesamttier 





57 780 540 
66 800 560 
7 722 525 


Ergebnis der Versuche. 


1. Allgemeinzustand der Tiere. 


Die Gewichtszunahme ist fiir die Tiere auf den verschiedenen Diaten 
unterschiedlich. — Wir bestimmten fiir alle Tiere, die Rindertrockenfleisch 
crhielten, die absolute mittlere Gewichtszunahme/Tag. Da aber die Tiere 
der einzelnen, zu verschiedenen Zeiten laufenden Versuchsserien sehr unter- 
schiedliche Gewichtszunahme zeigten — je nach dem Alter, mit dem sie in 
den Versuch kamen, ferner bedingt durch aufere Einfliisse wie Jahres- 
zeit usw. -, so fehlten uns die Vergleichsméglichkeiten fiir die Tiere der 
einzelnen Versuchsserien untereinander. Deshalb haben wir die Gewichts- 
zunahme der Tiere der einzelnen Serien auf eine einheitliche Basis ge- 
bracht, indem wir fiir jede Tierserie die Gewichtszunahme des Tieres auf 
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Diat 63 mg®%, Ca mit 1 g/Tag willkiirlich festlegten. Dazu bedurfte es | 
spielsweise bei einer Tierserie einer Multiplikation der gefundenen abs: 
luten Gewichtszunahme/Tag aller Tiere mit dem Faktor 1,515 (Tab. 4 
Durch Multiplikation der tibrigen Serien mit entsprechenden Faktoren « 
hielten wir nun vergleichbare Werte fiir die Gewichtszunahme aller Ve: 
suchstiere. 

Tabelle 4. 





g absolute gz Gewichtszunahme Tag 


Gewichts- 
zunahme in 
127 Tagen 


mg% Ca g Anfangs- ie Rees 
in den Diiten gewicht & Endgewicht Vergleichs 


absolut 
absolu zahlen 





io <) 


110 5 0,41 0,62 
106 0,43 0,65 
128 0,56 0,85 
120 0,53 0,80 
134 84 0,66 1,00 
130 72 0,57 0,86 
110 48 0,38 0,58 


1,0 

2,8 

8,0 
63 
185 
515 
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Aus den so erhaltenen Werten haben wir dann die Mittelwerte errechnet 
(Abb. 1). 

In den Versuchsserien ist die Streuung der Werte fiir die einzelnen Diite : 
recht groB, und aus unbekannten Griinden findet sich fast fiir jede Diii 

g hin und wieder ein Tier, das ein 
abwegige Gewichtszunahme zeigt. 
Wir fiihren das auf den Umstand 
zuriick, daB das Tiermaterial, das 
uns zur Verfiigung stand, in seinen 
Erbanlagen heterozygot war. Das 
Gesamtresultat ist jedoch vollig ein 
deutig. Das Wachstumsoptimum 
besitzen die Tiere der Diat mit 
63 mg% Ca; die absolute GréBen 


| 


| | 
| 


40 28 80 22 63 15 515mg% ordnung der Gewichtsdifferens 


Ca in den Diaten 


geht aus Tabelle 4 hervor. Das 
Abb. 1. Relative Gewichtszunahme der Versuchs- r © d re . 
tiere, Mittelwerte aus Vergleichszahlen. Wachstum er Tiere auf der 


Diat 63 ist jedoch nicht absolut 
optimal; es wird aber auch durch Ersatz des gesamten Weizenkleber 
eiweiB in den Diaten durch Rindertrockenfleisch nicht eindeutig positi\ 
beeinfluBt. Jedoch férdert eine Steigerung des Furunkulinzusatzes zun 
Futter der Tiere das Wachstum erheblich, wahrscheinlich bedingt durch 
erhéhte Nahrungsaufnahme. Durch einen derartig vermehrten Furunkulin 
zusatz wird aber die Ca-Konzentration der Ca-irmsten Diaten zu sehr ge- 
steigert, und dies ist mit unserer Versuchsanordnung nicht zu vereinbaren. 
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Die mangelhafte Gewichtszunahme der Tiere auf den Ca-armen und Ca- 
reichen Diaten ist nicht durch Unterschiede im Langenwachstum (Knochen- 
wachstum) bedingt; das beweisen Messungen der Lange (Schnauzenspitze- 


Schwanzwurzel) der Tiere. 

Die Versuchstiere auf den Diaten 1,0, 2,8, 185 und 515 mg% Ca zeigten 
zur Zeit der Verfiitterung von Blutpulver ein eindeutig schlechtes All- 
gemeinbefinden; sie waren auffallend mager und struppig im Vergleich 
zu den Tieren auf den Mitteldiaten. Dieser Unterschied war nicht mehr 
festzustellen, als wir spater Rindertrockenfleisch verfiitterten. Trotzdem 
wiesen die Trockenfleischtiere auf den Grenzdiiten eine hohe Mortalitat 
auf, wahrend zur Zeit der Blutfiitterung die Sterblichkeit in allen Diaten 
ziemlich gleichmaBig war. Bei Verfiitterung von Rindertrockenfleisch ka- 
men vermehrte Todesfalle nur noch unter den Tieren der Diiten 1,0, 2,8 
und 515 mg%, Ca vor, vereinzelt auch auf der Diaét 185 mg% Ca. Die 
Schadeldecken der Versuchstiere auf den Didten 1,0, 2,8 und 8,0 mg® Ca 
waren im Gegensatz zu den Tieren auf den iibrigen Diaten am Versuchs- 
ende weich und leicht eindriickbar. 


2. Nahrungsaufnahme und -ausnutzung. 

Die Nahrungsaufnahme der Versuchstiere unterliegt selbst in kurzer 
Zeit Schwankungen, bei ein und demselben Tiere innerhalb der zwei acht- 
tagigen Perioden bis zu 13%. — Ein durchgehender Unterschied in der 
Nahrungsaufnahme der Tiere auf den verschiedenen Diaten ist nicht fest- 
zustellen; auch hier betrugen die Abweichungen nicht mehr als 12-13%. 
Der Grund fiir das relative Wachstumsoptimum der Versuchstiere auf der 
Diat 63 mg%, Ca liegt also nicht in einer vermehrten Futteraufnahme. 

Der Unterschied im Wassergehalt des Gesamttieres am Versuchsende 
(Tab. 5) ist geringfiigig; das auffallend niedrige Gewicht der Tiere auf 
Diaten mit sehr niedrigem und auch hohem Ca-Gehalt ist also nicht durch 
verminderten Wassergehalt bedingt. 


Tabelle 5. Wassergehalt der Tiere einer Versuchsserie 


am Versuchsende in ™,. 





mg% Ca Wassergehalt der Wird die eingefiihrte Nahrung von 
in den Diaiten Versuchstiere in®, Bs ° p « 
den Versuchstieren auf den einzelnen 





1,0 7 Diaten im Darm unterschiedlich aus- 
a" 74 genutzt, so kann sich dies in einer 

8,0 71 , : 
49 67 wechselnden Kotmenge ausdriicken. Eine 
63 67 Zusammenstellung der Kottrockenge- 
185 67 wichte ergab, daB die Kotausscheidung 
515 7 fiir alle Diaten sich mit kleinen Schwan- 
kungen gleich bleibt. Zwar steigt ab Diat 63 mg% Ca die Darmaus- 
scheidung (Diait 22 mg% Ca: etwa 2,5 g Trockenkot/100 g Futter; Diat 
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515 mg% Ca: etwa 4,5 g Trockenkot/100 g Futter). Dieser Anstieg di, 
Kotgewichtes beruht jedoch lediglich auf der steigenden Ausscheidung yo) 
Ca und P durch den Darm mit Zunahme der Ca-Konzentration in de 
Nahrung. Die Kotausscheidung weist also fiir die verschiedenen Diite) 
keine Unterschiede auf. 

Stickstoffanalysen im Kot ergaben mit den iiblichen Schwankungen fii: 
alle Versuchstiere eine annihernd konstante Stickstoffausscheidung. Nur 


Tabelle 6. Stickstoffausscheidung durch den Kot/100 g Futter. 
Zur Analyse gelangen zwei Tierserien. 





mg % Ca 


iv don N-Ausscheidung durch den Kot in mg N/100 g Futter 


Diiten 
Serie 1 Serie 2 





140°; 62 29 
2,8 50 75 
8,0 64 42 
22 59 49 
63 49 55 
185 71 58 
515 87 88 





bei den Tieren auf Diat 515 mg%% Ca findet eine vermehrte Stickstoffaus- 
scheidung durch den Kot statt (Tab. 6). 

Berechnet man den Futter 

J verbrauch der Versuchstiere zur 

Erzielung von 1 g Gewichtszu 

nahme (Abb. 2), so ergibt sich 

sein geringster Wert bei drei Serien 

fiir die Tiere auf der Diat 63 mg”, 

Ca, bei einer Versuchsserie fiir 

das Tier auf 22 mg% Ca. Die 

| Tiere auf den Diaten mit mitt- 

; lerem Ca-Gehalt nutzen also ihre 

wal 2g Fit | ed ae Nahrung relativ am besten aus. 


Abb. 2. Futterverbrauch der Versuchstiere zur Ausgewertet wurden bei diesen 
Erzielung von 1 g Gewichtszunahme. Berechnungen lediglich Versuchs 
Ordinate: Putterverbrauch/Tag Ae PO INEM 

Gewichterenalane/Tes. serien au rockenfleischdiat. 

Einzeltiere, die fiir Bilanzver 

suche nachtraglich allein angesetzt wurden, verwerteten wir hier nicht, 


da die Vergleichsméglichkeit zu unsicher war. 


3. Ca- und P-Ausscheidung. 


a) Die Ca-Ausscheidung erfolgt in allen Diaten in erster Linie durch den 
Kot (Abb. 3). Wahrend in den ersten Diaten der groBte Teil des mit der 
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Nahrung aufgenommenen Calciums resorbiert wird, beginnt die Ca-Aus- 
scheidung durch den Kot ab Diat 22 mg% Ca mit 5 mg% Ca/100 g Futter 
rasch anzusteigen, um bei Diat 515 ihren Maximalwert zu erreichen. Die 
Ca-Ausscheidung durch den Harn, die weit. unter der Kotausscheidung 
liegt, verlauft fast horizontal bis zur Diaét 185 mg% Ca (Abb. 4). 


log. MaBstab 
$12 - 
mg Ca 
256+ 


128 |- 
6 
32 


Abb. 3. Ca-Ausfuhr durch Kot und Harn/100 g % 
eingefiihrtes Futter. Auf der Ordinate sind die 
Zahlen im logarithmischen Mafistab eingetragen. 
Anmerkung: Abszisse simtlicher Kurven zeigt 
eine geometrische Einteilung. Schon im Hin- 
blick auf diese Tatsache wahlten wir fiir eine 
Anzahl unserer Kurven auch fiir die Ordinate 
den geometrischen Mafistab. Die Anwendung 
dieses geometrischen Mafistabes war oft auch 
deswegen erforderlich, um bei bestimmten Ab- 
bildungen die Lage der sehr kleinen Zahlen- 
werte fiir die Ca-armen Diaten deutlich hervor- 
treten zu lassen. Ferner bietet die Benutzung 
des logarithmischen Mafistabes in der Ordinate 
den Vorteil, da8 fiir die hohen Ordinatenwerte 4 
keine Genauigkeit vorgetiuscht wird, die auf f i 41 

Grund der analytischen Fehlergrenze doch nicht hi 6 80 22 63 185 515mg% 
erreichbar ist. Ca in den Didten 

Ca-Einfuhr/Tag. 
—— Ca-Ausfuhr im Kot/Tag. 
—-— Ca-Ausfuhr im Harn/Tag. 
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Der Knick der Ca-Ausscheidungskurven bei Diat 2,8 mg% Ca (Abb. 3) 
kann durch die Tatsache erklirt werden, daB in der Gruppe der Diat 
1,0 mg%, Ca mit ihrer hohen Mortalitét sehr viele Tiere nachgesetzt wur- 
den, die im Gegensatz zu den Vergleichstieren kein Blutkérperchenpulver 
in der Diat erhielten und sich daher von vornherein besser entwickelten. — 
Wir hatten vermutet, daB die Ca-Ausfuhr durch die Nieren ein gewisses 
MaB nicht iiberschreiten wiirde, da beim Menschen im allgemeinen selbst 
nach hohen Ca-Gaben die 24 Stundenme nge des durch den Harn aus- 
geschiedenen Calciums mit den iiblichen biologischen Schwankungen zwi- 
schen 0,2 und 0,4 g Ca liegt [13]. Untersuchungen an Kindern haben aber 
ergeben, daB bei diesen fiir die Harn-Ca-Ausscheidung eine sehr groBe 
Schwankungsbreite besteht, und demgemaB konnten auch wir bei jugend- 
lichen wachsenden Ratten nicht erwarten, da der Ca-Gehalt des Harnes 
bei steigendem Ca-Angebot der Nahrung sich in engen Grenzen hilt. Die 
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Ca-Menge, die den Ratten mit der Diat 515 mg% Ca zugefiihrt wird, ent 
spricht einer taglichen Ca-Zulage von etwa 15 bis 20 g fiir den erwachsene, 
Menschen. Bemerkenswert bei dieser wachsenden Ca-Ausscheidung durch 
den Harn mit stei igende m Ca-Gehalt der Nahrung ist jedenfalls, daB der 
nye mg P eigentliche erhebliche Anstieg erst 
320~ 160 nach Diat 185 mg% Ca einsetzt 
Bee che (Abb. 3u. 4). Wir hatten urspriing 
lich vermutet, daB dieser Knick 
im Anstieg dar Ca-Ausscheidung 
durch die Nieren auf eine alkali 
sierende Wirkung des _hohen 
CaCO,-Zusatzes zu der Diat 515 
mg%%Ca zuriickzufiihren sei. Aber 
auch in den spateren Versuchs 
serien, in welchem wir das Cal- 
+ dee by EE clumcarbonat durch Salzsiure- 
i ig | zusatz biologisch neutralisiert hat- 
10 28 80 22 ~* 05 515mg% ten, zeigte sich uns ein ent- 
Ca in den Diaten sprechendes Bild. 
ne ths oe ” vot b) Die P-Ausscheidung erfolgt 
—-— Ca-Ausfuhr im Kot/Tag. bei den Tieren auf den Diiten 
SEN ekuacaxscrienbing 1,0, 2,8, 8,0 und 22 mg% Ca in 
Abb. 4. P- und Ca-Ausfuhr durch Kot und Harn/100g ‘os . 
eingefiihrtes Futter; auf der Ordinate Ca:P = 2:1. erster Linie durch den Harn mit 
115—130mg P/100g Futter (Abb. 4). 
Nur ein geringer Teil, 20-25 mg P/100 g Futter, verlaBt durch den Kot 
den Kérper. Erst bei steigender Ca-Ausscheidung durch den Darm steigt 
auch die P-Ausscheidung im Kot, und es sinkt hierdurch die P-Aus- 
scheidung durch die Nieren. Bei dem héchsten Ca-Angebot durch dic 
Diat 515 mg% Ca verschwindet der Phosphor fast restlos aus dem Harn 
(1 mg P/100 g Futter, gegeniiber 140 mg P/100 g Futter im Kot). 

















4, Ca- und P-Gehalt des Gesamttieres. 


Am Versuchsende wurden samtliche Versuchstiere getétet und auf ihren 
Ca- und P-Gehalt analysiert. Abb. 5a zeigt den absoluten Ca- und P-Gehalt 
am Versuchsende (nach Entfernung des Darmes) und den absoluten Gehalt 
der gesamten Weichteile an Phosphor. Letzterer wurde aus dem sowohl fiir 
den normalen als auch fiir den pathologischen Knochen konstanten Quo- 
tienten Ca/P == 2,27/1 [14] errechnet. Abb. 5b gibt die Ca- und P-Konzen- 
tration im gesamten Tierkérper sowie die Gewichte der Tiere an. 

Die Kurven der Abb. 5a und 5b unterscheiden sich prinzipiell in dem 
Abschnitt der Diaten 1,0-8,o mg% Ca und besonders 63-515 mg% Ca. 
Die Erklarung gibt die Gewichtskurve: Das Tier 515 war sehr mager bei 





Wirkung der Calciumkonzentration in der Nahrung auf wachsende Ratten. 159 


normaler GréBe, also normalem Volumen des Skeletts. Da nun der absolute 
Ca-Gehalt ausschlieBlich, der absolute P-Gehalt zum iiberwiegenden Teil 
durch den Mineralgehalt des Skeletts bestimmt ist, so mu8 die Berechnung 
der Ca- und P-Konzentration aus dem absoluten Ca- und P-Gehalt er- 
geben, daB durch Verminderung des Ca- und P-armen Weichteilanteils 
infolge Abmagerung die Konzentration des Calciums und Phosphates im 
Gesamttier erheblich zunimmt. Selbstverstandlich wirkt sich dies auf den 
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aten Ca in den Didten Cain den Dititer 

- it Ca-Bestand im Gesamttier Ca-Konzentration im Gesamttier 

7 —-—— P-Bestand im Gesamttier —— P-Konzentration im Gesamttier 
mit —-— P-Bestand in den Weichteilen. —-— Korpergewicht. 

m4). Abb. 5a. Absoluter Ca- und P-Gehalt und Abb. 5b. Ca- und P-Konzentration im Ge- 

Kot Weichteil-P-Gehalt der Gesamttiere am Ver- samttier am Versuchsende und Kérperge- 


Sag suchsende. wicht der Tiere. 

Aus: Verlauf der Ca-Kurve wesentlich starker aus, als auf den der P-Kurve, 
die da sich ja %4-14 des Gesamt-P-Gehaltes in den Weichteilen findet. — Fiir 
larn unsere klinischen Betrachtungen des Ca- und P-Stoffwechsels ist daher 
ausschlieBlich der absolute Ca- und P-Gehalt des gesamten Tieres mab- 
gebend. Dieser liegt am Versuchsende fiir die Tiere auf den Diaten 1,0, 2,8 
und 8,0 mg% Ca ziemlich niedrig auf ungefahr gleicher Héhe. Nach Diat 
8,0 mg% Ca steigen beide Kurven an, erreichen bei Diat 63 mg% Ca 
ihren Maximalwert und sinken hierauf zur Diat 515 mg% Ca hin 
leicht ab. 

Auf Grund dieses Kurvenbildes ist anzunehmen, daB die Entminerali- 
sation des Knochenskeletts im wachsenden Rattenk6érper unter der Wirkung 
einer Ca-armen Ernahrung nur bis zu einem unteren Grenzwert gehen 
kann, der bei etwa 400-700 mg %, Ca und 400-600 mg % P liegt. Bei diesem 
Mineralgehalt des Gesamttieres sind die Knochen (Schadel) bereits deut- 
lich wefch, gummiartig. — Fiir die Mineralisation des Skeletts besteht ein 
Optimum bei dem Ca-Gehalt der Diat 63 mg% Ca. 
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Der absolute P-Gehalt der Weichteile zeigt ein Maximum bei 1); 
63 mg % Ca (iiber 300 mg P/Tier); die extremen Diaten (1,0 und 515 mg’, 
Ca) weisen niedrige Werte, nur 200 mg P in den Weichteilen auf. Diese 
Erniedrigung um iiber 30% 1a48t sich nur zum Teil durch die Magerk« it 
(niedriges Gewicht) der betreffenden Tiere erklaren. 


5. Ca- und P-Bilanz. 


Bei sinkendem Ca-Gehalt in der Nahrung sinkt auch gleichzeitig cic 
Ausscheidung des Ca durch den Kot und Harn bis zu einem Minimalwert 
(fiir den Harn o,5~1,5 mg Ca/100 g Futter, fiir den Kot 1,0-3,0 mg Ca/100 ¢ 
Futter), der offenbar nicht unterschritten werden kann (Abb. 3 u. 4). Die 
absolute Ca-Bilanz bei den Diaten 1,0-8,o mg% Ca geht daher der wach 
senden Ca-Zufuhr mit der Nahrung parallel (Abb. 8). Bei Steigerung des 
Ca-Gehaltes in den Diaten iiber 8 mg% Ca beginnt auch die Ausscheidung 
von Ca- durch Kot und Harn zu steigen (vgl. Abb. 3), und die Bilanz steht 
nicht mehr zur Kalkaufnahme in einer einfachen Beziehung. — In den Dii 
ten tiber 63 mg% Ca wichst dic 
Ca-Zufuhr derart, daB in steigen- 
dem MaBe Ca-Mengen durch den 
Kot ausgeschieden werden; dai 
diese direkt unresorbiert den Darm 
passieren, also nicht zuniichst 
resorbiert und dann wieder durch 
den Dickdarm ausgeschieden wer 
. den, ist wahrscheinlich, aber keines 
wegs bewiesen. Bei Erhéhung des 
Ca-Gehaltes der Nahrung  iiber 
63, 185 mg% Ca miiBte sich dahe1 
unsere Kurve 6 (Ca-Bilanz in °,, 
des mit dem Futter eingefiihrten 
Calciums) mehr und mehr der 
Nullinie nahern. Der Knick dieser 
Abb, 6. Ausnutzung des Nahrungs-Ca- und -P. Kurve bei Diiat 185 mg% Ca ist 
Cries aoe ee eindeutig sowohl bei CaCO ,-Zu 
Ca (P) Einfuhr mit Futter. 3 

satz zu den Diaten als auch in 

spateren Versuchen nach biologischer Neutralisation des Futters mit HCI. 
Die relative Ausnutzung des eingefiihrten Calciums war im allgemeinen in 
der ersten Stoffwechselperiode zu Beginn des Versuches, besonders durch 
die Tiere auf Diaten mit sehr niedrigem Ca-Gehalt, giinstiger als in der 

zweiten Bilanzperiode in den letzten Versuchswochen. 




































































Die absolute Menge des resorbierten Calciums ist bei héchst®m Ca 
Angebot (515 mg% Ca) absolut am gr6Bten, obgleich bereits schon bei 
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niederem Ca-Angebot eine ganz betrachtliche Menge des Calciums im Kot 
erscheint. Der Kérper der wachsenden Ratte resorbiert offenbar bei einem 
Uberangebot von Ca mehr Calcium, als er fiir sein optimales Gedeihen 
(Diat 22-63 mg%% Ca) bendtigt. 

Aus den Differenzen des gesamten Ca- und P-Gehaltes der Versuchstiere 
am Versuchsende und dem durchschnittlichen Ca- und P-Gehalt von Tie- 
ren gleichen Gewichtes und Alters wie die Versuchstiere am Versuchs- 


beginn haben wir die Mittelwerte 





g die der Ca- und P-Bilanzen errechnet ‘eae 
lwert (Abb. 7). Diese so erhaltenen Werte Ca 4 
Ree stimmen leider nicht mit den Werten a P positive Bilanz 
- Die iiberein, die durch direkte Bilanz- +10 \— | fot OAS aS 
vach versuche von uns erhalten worden | | 
y des sind (Abb. 8). Fiir diese Unstimmig- 

| 


dung keiten finden sich folgende Erkla- ee ce i Cae 
pte rungen: Die Bilanzen Andern sich ee a 

mii innerhalb der ersten und der zweiten 
f aie 8-Tage-Perioden beim Halten der 
gen- Tiere in den Stoffwechselkafigen in- 
folge der dadurch doch ziemlich ver- 
anderten Lebensbedingungen. Aus 
Mangel an Stoffwechselkafigen war 
es uns nicht méglich, die Tiere wih- 
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iti rend der ganzen Versuchsdauer in | Peed 
Ne ihnen zu halten. Ferner ergaben sich me Mies . 
aie : =a 40 28 80 22 8 5 55mg 
bites zum Teil erhebliche Differenzen zwi Ca in den Dititen 
: schen den Bilanzperioden am Ver- 
iber : a » Abb. 7. Errechnete Ca- und P-Gesamt- 
suchsende gegeniiber denen am Ver- bilanz in mg/1 Versuchstag. 
ther . eee se eae 
* suchsbeginn. Es ist wahrscheinlich, 
; ° daB die Menge des gefressenen Futters im Glaskifig zeitweise kleiner 
“a oder gréBer war als diejenige im Stoffwechselkafig. Zuletzt ist zu be- 
wi denken, daB der Ca-Gehalt der Diaten gewissen Schwankungen unter- 
_ liegt. Wir haben die Diaten wiederholt in Zeitabstanden von 3 Wochen 


é ” auf Calcium analysiert; Tabelle 7 zeigt die Abweichungen unserer Futter- 

- analysen vom Ca-Sollwert. 

™ Es ]aBt sich eine Gesamtbilanz nur aus dem Ca- und P-Anfangsgehalt 
der Versuchstiere, ermittelt durch Analyse von Ratten mit gleichem Alter 
und Gewicht, und dem analysierten Endgehalt nach AbschluB des Ver- 
suches berechnen. Diese so errechneten Ca- und P-Bilanzen (Abb. 7) zeigen 
uns folgendes Bild: In den Diaten 1,0, 2,8 und 8,o mg% Ca verlaufen beide 
Bilanzkurven einheitlich negativ. Die Kurve der Ca-Bilanz liegt auch bei 
der Diat 8,o mg%, Ca noch im Negativen, wahrend die P-Bilanz sich dem 
Positiven bereits stark genihert hat: Phosphor wird also bereits in erhdh- 


| 
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tem Mafe in den Weichteilen eingelagert. Zwischen der Diat 8,0 uni! 


22 mg% Ca liegt sowohl fiir Ca- als auch fiir die P-Kurve der eindeutiy, 
Anstieg ins Positive. Dieses entspricht ganz unserer Beobachtung, daf de: 


Tabelle 7. Ca-Gehalt der Didten in mg. 





analysierte Calcium-Werte 
Ca-Soll wert 


Minimum Mittelwert Maximum 





1,0 
2,8 
8,0 

22 
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185 
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1,6 
3,1 


on™ by O 
NWO 
Onn nN = 


“I Ww 


oO 


83 
235 
552 


ss 
OoOnNwW 
t ~ 

o 

oo 


fp = 
wn 
oo 





Ca-Gehalt der Diat 22 mg, Ca eine ausreichende Mineralisation des 
Knochenskeletts der Versuchstiere zulaBt. Beide Kurven zeigen ihr Maxi 
log. MaBstab passin bei Diat 63 mg% Ca ent 
+100 sprechend dem Maximum der 
my Co. Popes. Ca- und P-Einlagerung im ge 
u.mg P | | peer Ses samten Versuchstier am Ende 
SS Giieine Waa Bees Secikes Scie "SMe des Versuches. Wahrend dic 
Kurve der P-Bilanz in fast ge 
rader Linie von Diat 63 mg°®, 
Ca zu Diat 515 mg% Ca absinkt, 
sehen wir bei der Kurve der Ca 
Bilanz einen Knick bei Diat 
185 mg% Ca. Es ist interessant, 
daB gerade dieser Knick in der 
Kurve der errechneten Ca-Bilanz 
auch deutlich bei der der analy 
sierten Bilanzen auftritt (vg. 
Abb. 8). — Das relative Maximum 
der Ca-Resorption (Ca-Bilanz 
+~——+—+ in % des mit dem Futter ein- 
gefiihrten Ca) liegt eindeutig 
Ce be ew ills bei den Tieren auf Diat 22 mg”, 
Ca (Abb. 6). Die relative P- 
ae Bilanz (P-Bilanz in % des mit 
dem Futter eingefiihrten P) weist 
so geringfiigige Schwankungen auf, daB die Resorptionswerte innerhalb 
der Analysenschwankungsbreite liegen (Abb. 6). 
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Zasammenfassung. 


Fiir das wachsende Saugetier gibt es einen optimalen Ca-Gehalt der 
Nahrung. Zu geringe Zufuhr von Ca wirkt schadlich, Die auftretenden 
Stérungen beschrinken sich nicht nur auf das Skelett (Entmineralisation), 
sondern umfassen den gesamten Kérper: schlechte Gewichtszunahme be- 
dingt durch schlechten Ernahrungszustand; herabgesetzte Widerstands- 
fahigkeit. - Aber auch iibermaBig hohe Ca-Zufuhr wirkt schadlich. 

Der Ca- und P-Stoffwechsel wachsender Ratten auf Diaten mit wechseln- 
der Ca-Konzentration (zwischen 1,0 und 515 mg%, Ca im fertigen feuchten 
Futter) und konstantem P-Gehalt (155 mg% P) wurden vergleichend unter- 
sucht. Unter anderem fanden wir: 

Im Gebiete des optimalen Ca-Gehaltes der Nahrung ist die zur Erzielung 
einer Gewichtszunahme von einem Gramm erforderliche Futtermenge am 
kleinsten. 

Der absolute Ca- und P-Gehalt des Tierkérpers laBt sich durch Verande- 
rung des Ca-Gehaltes in der Nahrung nicht unter ein bestimmtes Minimum 
senken; das gleiche gilt fiir den Ca-Gehalt des Kotes und Harns. 

Wird der Ca-Gehalt der Nahrung iiber den optimalen Wert hinausgestei- 
gert, so sinkt der absolute Ca- und P-Gehalt des Gesamttieres langsam ab, 
wahrend die Ca-Ausscheidung durch Darm und Nieren des wachsenden 
Tieres weiter ansteigt. 

Es muB untersucht werden, wie sich eine Veranderung des P-Gehaltes 
in der Nahrung auf die bisher beobachteten GesetzmaBigkeiten auswirkt. 


Literatur. 


{1] Houtz, F.: diese Zeitschr. 315, 345 (1943). — [2] Kraut, H. u. H. Wecker: 
diese Zeitschr. 315, 329 (1943). — [3] Loew, O.:,,Der Kalkbedarf des Menschen“, 
6. Aufl.; Miinchen, Otto Gmelin 1929. — [4] Hinauats, H. et M.: ,,Carence cal- 
cique et régime alimentaire‘. Paris: Masson u. Cie. 1941. — [5] Cance, R. A. u. 
E. M. Wippowson: J. Physiol. 101, 44 (1942). ~ [6] SHERMAN, Rose and 
Rose: J. Biol. Chem. 44, 21 (1920). — [7] Forster, J.: Biol. 12, 464 (1876). - 
[8] Scumipt, M. B.: ,,Rachitis und Osteomalazie‘‘, Handb. der spez. pathol. 
Anatomie u. Histologie. Berlin 1929. — [9] Rupner: Vierteljahresschrift f. 
gerichtl. Med. u. 6ffentl. Sanitatswesen, 3. Folge, 60, 1 (1920).—[10] DipBett, W.: 
Beitr. z. path. Anatomie u. allg. Path. (Ziegler), 48, 1.H., S. 147 (1910). 
{11} Voit, E.: Z. Biol. 16, 55 (1880). — [12] Kruut, G.: ,,Uber die Technik des 
Mineralstoffwechselversuchs bei der Ratte‘‘, Inaug.-Diss. 15. 5..1935, Berlin. - 
{13] Hovtz, F.: Saertryk fra Nvrdisk Medicin 1939, 1:751.- [14] KLEMENT, R.: 
Naturwiss. 26, 145 (1938). 








Eine mercurimetrische Bestimmung des Chlorids 
im Harn. 


Von 
G. KuscHInsky und H. LANGECKER. 


Aus dem Pharmakologisch-Pharmakognostischen Institut der friiheren Deutschen 
Karls Universitat in Prag. Direktor: Prof. Dr. G. Kuscurnsky:) 


( Eingegangen am 20. November 1944.) 


Zur Bestimmung des Chlorids im Blut, das nach Fotin und Wu entei 
weit wurde, wurde von Lane [1] die Titration mit Hg(NO3), gegen Diph 
nylearbazon als hochempfindlicher Indikator fiir Hg** empfohlen. Wenn 
die Chlorid-Ionen als wenig dissoziiertes HgCl, gebunden sind, gibt der 
nachste Tropfen Hg(NO 3), mit Diphenylcarbazon Blaufarbung. Die Me 
thode gibt nach unseren Erfahrungen auch im Plasma, das mit Zn(OH), 
nach Somoeyi [2] oder mit Cd(OH), nach Fusira-Iwatake [3] enteiweilit 
wurde, brauchbare Werte, die mit denen nach der jodometrischen Bestim 
mung von HasLewoop und Krne [4] gewonnenen gut iibereinstimmen. 

Die von LANG an den gebriauchlichen Methoden der Chlorid- Bestimmung 
im Plasma geiibte Kritik trifft auch fiir die Bestimmung des Harn-Chlorids 
zu, insbesondere dann, wenn die Konzentration unter 3 Milli-Mol% sinkt, 
geben die gelaufigen Methoden keine zuverlaBlichen Werte. Es wurde da- 
her untersucht, wie weit sich die mercurimetrische Titration im Harn an 
wenden 1aBt. 

In einem mit Wasser auf 1 Milli-Mol% Chlorid verdiinnten Harn, ent 
sprechend der Konzentration des enteiweiBten Plasmas, ist die Methode 
auch nach exakter Neutralisation nicht brauchbar, hingegen nach einer 
vorausgegangenen Zinkhydroxyd- oder Cadmiumhydroxyd-Fallung. Da 
bei erhalt man ein schwach alkalisch reagierendes Harnfiltrat, das aut 
Zusatz von Diphenylcarbazon eine mehr oder minder intensive Rotfarbung 
gibt, die unter vorsichtigem Zusatz von n/10 Schwefelsaure gerade zum 
Verschwinden gebracht wird[s5]. Man kann noch in Verdiinnungen von 

[1] Lane, K.; diese Zeitschr. 290, 289 (1937) (s. auch M, P. Cazeneuve: C. r 
Ac. Sci. 130, 1478 u. 1561 (1900). - Scnatos, O. u. S. B. Scnares: J. biol. Chem. 
140, 879 (1941). 

[2] Somoeyi, M.: J. biol. Chem. 86, 655 (1930). 

[3] Fusira, A. u. D. IwaTAKE: diese Zeitschr. 242, 43 (1931). 

[4] Hasetwoon, G. A. D. u. E. J. Kine: Biochem. s. (Brit.) 30, 902 (1936). 

[5] Diphenylcarbazon in der SORENSEN [5] Phosphat-Puffer-Reihe gepriift er 
gab py 8,3: Rotfarbung, py 7,3: deutlich rosa, py 6,8: noch rétlich, py 6,2: 
rosa, py 5,9: gelb. SORENSEN: diese Zeitschr. 21, 175 (1909). 
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2 Milli-Mol% das Chlorid im Harn (= 0,2 Milli-Mol% im Zink-Filtrat) 
exakt bestimmen. Die zu titrierende Menge des Zink-Filtrates wahlt man 
so, daB etwa 2 ml n/100 Hg(NO,), verbraucht werden, d.i. bei 2 Milli- 
Mol% Chlorid im Harn io ml Zinkfiltrat. Der Umschlag ist noch schiar- 
fer zu sehen, wenn man das Zinkfiltrat auf die Konzentration von 1 Milli- 
Mol% einengt und das zweifache Volumen Alkohol zusetzt. Die gute Uber- 
einstimmung mit der jodometrischen Bestimmung ergibt sich aus folgenden 
Parallel-Zahlen: (Der erste Wert bedeutet Milli-Mol% Chlorid im Harn 
jodometrisch, der zweite in Klammern mercurimetrisch bestimmt.) 13,3 
(13,34) — 16,7 (16,78) — 14,7 (14,7) — 14,3 (14,34) - 7,75 (7,75) ~ 4,6 (4,68) - 
355 (3,48) — 5,4 (5,38) — 3:4 (3,45) — 5,4 (5,4) ~ 4.42 (4,44) ~ 9,05 (9,09)- 
9,2 (9,24) - 8,95 (8,96) — 10,35 (10,3) — 8,45 (8,47) — 8,0 (7,98) — 3,18 (3,15) 
5545 (5,32) ae 6,15 (6,16) at 4,6 (4,52) — 4,1 (4,1) ae 6,09 (6,05). 

Die Methode ist sparsam hinsichtlich Harn- und Reagenzien-Verbrauch 
und gegeniiber der jodometrischen Bestimmung wesentlich einfacher. 

Wahrend der Drucklegung unserer Arbeit erschien die Arbeit von E. Boum 
und St. Jonas: Beitrag zur Bestimmung der Chloride in Blut und Harn (Phar- 
maz. Zentralhalle 85, 109 (1944), deren Methode auf der leichten Ather-Léslichkeit 
der komplexen Verbindungen von Hg** und Diphenylcarbazon in saurer Lésung 
beruht. Bei der Nachpriifung der Methode konnten wir die Angaben bestitigen, 
und auch unter den von uns angewandten Mikroverhiltnissen gab die Methode 
zwar etwas hohere, aber untereinander vergleichbare Werte. Sie bietet den Vor- 
teil, daB bei Harnen auch ohne Zinkfallung gearbeitet werden kann, hat aber 
den Nachteil, infolge der Ather-Ausschiittelung viel mehr Zeit zu erfordern, was 
sich besonders in chloridarmen Harnen bemerkbar macht, so dai fiir Serien- 
Bestimmungen unsere Methode vorzuziehen ist. 


Lésungen: 1. n/100 Hg (NOg), (durch Auflésen von 2,1661 g rotem Queck- 
silberoxyd in. der aquivalenten Menge konzentrierter Salpetersaure und Auf- 
fiillen auf 2 Liter); 2. 4° Diphenylcarbazon in 96% Alkohol gelést. — Ardezts- 
weise. Der mit 8 Teilen Zinksulfat-Lésung nach Somoeyr und 1 Teil 0,75 n 
Natronlauge ausgefallte Harn wird filtriert. 2 ml des Filtrats (bei 10 Milli- Mol % 
Chlorid im Ausgangs-Harn) werden mit 1 Tropfen Indikator und mit n/10 
Schwefelsiure bis zum Verschwinden der Rotfarbung versetzt, hierauf 4 ml 
Alkohol hinzugefiigt und dann mit Hg (NO 3). aus einer Mikrobiirette bis zur 
Blaufarbung titriert (gefundene ml x 5 = Milli-Mol% Chlorid im Ausgangsharn). 

In phenolrot-haltigem Harn (Phenolrot ist bekanntlich ein wichtiger 
Sekretionstest bei der Nierenfunktionspriifung) mu8 vor Durchfiihrung der 
Bestimmung der Farbstoff in schwefelsaurer Lésung mit Kalium-Perman- 
ganat zerstért werden (z. B. 2 ml Zinkfiltrat, 0,75 ml n/10 Schwefel- 
sdure, 6 Tropfen n/1o KMnO werden gekocht und nach der Zerst6rung 
des Farbstoffes mit 1 Tropfen 3°%igem H,O, entfarbt und durch neuerliches 
Aufkochen das H,O, zerlegt). Die nachtraglich erforderliche Neutrali- 
sation der Schwefelsaure stie8 auf groBe Schwierigkeiten und war der AnlaB 
festzustellen, wie weit andere Ionen die Titration stéren. Bei einem Ver- 
gleich zwischen einer 1 Milli- Mol%ig. Kochsalzlésung mit und ohne die zu 
priifenden Zusitze ergab sich: 
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Die Stérungen bei der Titration 4uBern sich darin, daB nach der Neutraili- 
sation unmittelbar auf Zusatz von Hg(NO3), sofort Blaufarbung eintrit:. 
Die noch zulassigen Konzentrationen an Salzen betragen: n/60 Natriun 
sulfat, M/100 sekundares Natriumphosphat, M/60 primares Natrium- 
phosphat, n/z Zinksulfat. Natriumnitrat, Natriumkarbonat und Natrium 
acetat stéren auch noch in Konzentrationen von n/200. Starker dissoziiert: 
Basen wie Coffein und Glykokoll stéren auch nicht in einer Konzentration 
von n/10. Daraus ergibt sich fiir die Neutralisation der Schwefelsaure nach 
Zerstorung von Phenolrot mit Permanganat, daB weder mit Bariumhydro- 
xyd noch mit Bariumkarbonat gearbeitet werden kann, dagegen eignet 
sich das wasserlésliche Zinkoxyd, da das bei der Umsetzung gebildete 
Zinksulfat nicht stort. 

Bemerkenswert ist noch folgendes Verhalten: eine n/500 Sublimat 
Lésung gibt auf Zusatz von Indikator sofort Blaufarbung, auch wenn 
man Natriumnitrat oder Natriumsulfat in aquivalenten Mengen in der 
Sublimat-Lésung auflést. Es besteht also ein unterschiédliches Verhalten 
dem Indikator gegeniiber zwischen einer Sublimatlésung und den bei 
der Umsetzung mit Hg(NOs), und Kochsalz soeben gebildeten Sublimat. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine einfache mercurimetrische Mikrobestimmung des Chlorids 
im Harn beschrieben. 





orid 


trali- 
itritt. 


jun 


ium- 


ium 

iert« 

ition 
nach 
‘dro- 
genet 
dete 


l- und d-Dipeptidasen. 


Eine Unterscheidung und Charakterisierung dipeptidspaltender Fermente 
in Organausziigen. 


Von 
RicHARD MERTEN*. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Kéln.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 11, April 1944.) 


Wir wissen heute, daB in menschlichen und tierischen Geweben und 
Saften, in Pflanzen und Bakterien neben Peptidasen mit ,,natiirlicher‘, 
d.h. I-peptidspaltender Wirkung, auch Fermente mit ,,unnatiirlicher‘, 
d-peptidspaltender Wirkung vorkommen [1]. Immer wieder ist die Frage 
aufgeworfen worden, ob fiir die Aufspaltung des d-Peptids ein besonderes 
Ferment, eine d- Pe ptidase, verantwortlich zu machen ist oder ob hier ledig- 
lich ein Ubergreifen der l-peptidatischen Wirkung varliegt. Eine Reihe 
von Versuchsergebnissen sprechen dafiir, daB letzteres nicht der Fall ist, 
so die verschiedene Haltbarkeit, die selektive Schidigung oder sogar Zer- 
stérung der d-peptidatischen Wirkung durch Dialyse oder sterile Autolyse 
oder ein unterschiedliches Verhalten bei ReinigungsmaBnahmen [2]. Wir 
glauben, daB die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse an racemischen 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der I.-G.- 
Farbenindustrie A.-G. W.-Elberfeld, sowie der techn. Assist. Rutu Fret und 
Itse Hor, denen fiir die wertvolle Hilfe bei der Durchfiihrung der zahlreichen 
Versuche besonders gedankt sei. 

[1] Zusammenfassende Darstellung iiber d-Peptidasen bei Mayer, K.: in Me- 
thoden d. Fermentforsch. 2, 2002, (1941); ABDERHALDEN, R.: Fermentforsch. 16, 
486 (1942); Watpscumipt-Leitz, E.: Ergebn. d. Enzymforsch. 9, 193 (1943). 

[2] In Acetontrockenpulvern sowie in Glycerinextrakten aus Frischorganen 
nimmt die d-peptidatische Wirkung schneller ab als die ]-peptidatische (eigene Be- 
obachtungen, s. auch BAMANN E. u. Scutmke O.: diese Zeitschr. 310, 119 (1941); 
Naturwiss. 29, 558 (1941); sie ist temperaturempfindlicher und wird durch Dia- 
lyse gegen Aqua dest. bei ungiinstigem Pu stark geschadigt (s. BAMANN, E. u. 
ScuimkeE O. 1. c., sowie ABDERHALDEN, E, u. R.: Fermentforsch. 16, 445 (1942), 
waihrend nach Dialyse gegen Aqua dest. bei Pu = 8 sich die d-Peptidase eher 
stabiler erweist als die l-Peptidase (MAsCHMANN, E.: diese Zeitschr. 311, 252 
(1942). Zu einem vélligen Verlust der d-Wirkung kommt es durch sterile Auto- 
lyse von Organextrakten (Bayerte, H. u. R. Rrerrert: diese Zeitschr. 311, 73, 
(1942) und Bayerte u. BorGer: Ebenda 313, 289 (1942/43). Uber eine deut- 
liche Verschiebung des Spaltungsverhaltnisses durch Acetonfallung zugunsten 
der d-Wirkung berichtet MascuMann, E.:]. c. 
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Dipeptiden, und zwar dem Leucylglycin, Alanyl-glycin, Glycyl-leucin uni 
Glycyl-alanin dafiir sprechen, daB zwei véllig verschiedene Fermentwirkw) 
gen vorliegen, namlich eine l- und d-peptidatische Wirkung. Am Beispiv| 
zweier Organausziige, Meerschweinchenleber und -niere ist es méglich, 
1. quantitative Unterschiede in der Aufspaltbarkeit der l- und d-Komponen 
ten eines Racemats, 2. eine verschiedene Aktivierung und Hemmung durch 
Metalle sowie 3. eine 100%ige Aufspaltung simtlicher Dipeptide nachzu 
weisen. Die mitgeteilten Versuchsergebnisse sprechen weiter fiir die von 
MASCHMANN [1] allgemein sowie von LINDERSTROM-LANG [2] fiir das 
Leucyl-glycin vertretene Ansicht, da ,,substratspezifische Enzyme“ vor 
liegen und wir in Organausziigen ein solches Gemisch qualitativ und quan- 
titativ verschiedener Di- und Aminopolypeptidasen vorliegen haben. 

(Quantitative und qualitative Unterschiede in der Aufspaltbarkeit der 
|- und d-Komponenten racemischer Peptide lieBen sich durch die Verwen 
dung zweier Methoden erfassen, indem einmal die Gesamthydrolyse des 
Racemats titrimetrisch durch Bestimmung der freigewordenen Carboxy| 
gruppen nach GrASsMANN und HeypeE [3] sowie manometrisch nach 
HERKEN und ERXLEBEN [4] die bei der Aufspaltung der d-Komponente 
freien d-Aminosauren durch ihren Sauerstoffverbrauch bei der Desami 
dierung mit Hilfe einer gereinigten d-Aminosadureoxydaselésung [5] ge 
messen wurden. Es war uns méglich, das Verhiltnis der l- und d-Dipepti- 
dasen fiir die verwandten Substrate in den Organextrakten etwa folgender 
maBen auszudriicken: 


Tabelle ta. Das Verhdltnis der 1+ d-Dipeptidasen in Glycerinextrakten 
aus Meerschweinchenleber und -niere. 


Bei der Berechnung wurden die Spaltungswerte beider Komponenten in Ge 
genwart des optimalen Aktivators zugrunde gelegt, soweit die Fermentwirkung 
nicht bereits in vollaktivem Zustande vorlag. Die d-spaltende Wirkung fiir jedes 
Peptid wurde gleich 1 gesetzt, die einzelnen ,,substratspezifischen’? Wirkungen 
sind somit untereinander nicht erfaBt (s. Tabelle 1b). 





Leber Niere 





GC EA meryberiyein aa a eS 1000: 1 70: 
Os PPI ata PRR aa te 50:1 100: 
CoyCVEE, S0OUCIN 8 (Ee ee Sia 16000; 1 45: 
Ghyoyt-d alamin ee ee 1000: 1 40: 








[1] Mascumann, E.: diese Zeitschr. 311, 29 (1942) (s. auch Naturwiss. 26, 
701 (1938); 27, 276, 819 (1939); 28, 370 (1941); diese Zeitschr. 302, 332 (1939); 
307, 1 (1940). 

[2] LinperstrROM-LANG, K.: Z. physiol. Chem. 188, 48 (1930). 

[3] GRASSMANN, W. u. W. HEypDE: ebenda 183, 32 (1929). 

[4] Herken, H. u. A. Erx.Lepen: ebenda 262, 252 (1939). 

[5] Merten, R. u. A. Scumitz: Naturwiss. 30, 588 (1942); Z. exp. Med. 112, 
262 (1943). 
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Bei Beriicksichtigung einer verschiedenen Angreifbarkeit der unter- 
suchten Substrate ergibt ein qguantitativer Vergleich der l- und d-Peptidasen 
untereinander folgende Verhaltnisse, wobei die d-Leucylglycin-spaltende 
Wirkung = 1 gesetzt wurde. 


Tabelle 1b. Das Verhaltnis der l- und d-peptidatischen Wirkung, bezogen auf die 
d-Leucyl-glycinspaltende Wirkung, die = 1 gesetzt wurde. 





Leber* Niere 


1-Wirkung d-Wirkung 1-Wirkung d-Wirkung 





Leucyl-glycin. .. . 7800 ioe 667 1 
Alanyl-glycin . .. . 2000 eae 2000 20 
Glycyl-laucin . . . . 2640 0,17 2000 33 
Glyeyl-alanin . .. . 800 . | 0,68 2000 | 50 








* Aus den fiir die d-dipeptidatische Wirkung in der Leber angegebenen Zahlen sehen wir, wie 
gering der Gehalt gegeniiber der Niere ist, so da nur annahernde Werte gegeben werden kénnen, 
die zudem noch in den verschiedenen Leberextrakten gréferen Schwankungen unterliegen. 

Aus diesen quantitativy hohen Unterschieden in der Fermentwirkung 
beider Enzymlésungen 1a8t sich auch erklaren, warwm das I|-Peptid stets 
schneller aufgespalten wird als das d-Peptid. Die im folgenden gekennzeich- 
neten |-Dipeptidasen liegen zudem meist in vollaktivem Zustande vor, ledig- 
lich die 1-Leucyl-glycin-spaltende Wirkung 1aBt sich durch Mangan deutlich 
aktivieren. Dagegen bediirfen die d-Dipeptidasen, vor allem die d-Alanyl- 
glycin und d-Leucyl-glycin-spaltendenden Dipeptidasen zu ihrer maxi- 
malen Wirksamkeit stets der Aktivierung durch Metalle. Dabei spielt 
die Anwesenheit von Sulfhydrylgruppen oft eine wesentliche Rolle. Die 
einzelnen Fermentwirkungen unterschieden sich vor allem in dem zur 
optimalen Wirkung notwendigen Metall [1]. Das gleiche Metall kann da- 
bei die Hydrolyse der einen Komponente, meist der d-Komponente, 
steigern, die der anderen mehr oder weniger stark hemmen. Die Ver- 
haltnisse sind in Tabelle 2 wiedergegeben. 


Tabelle 2. Die Aktivierung bzw. Hemmung der l- und d-Dipeptidasen 
durch Metalle. 





1-Peptidspaltung d-Peptidspaltung 


Mg | Mn | Co. Zn _ Mg Fe Mn/| Co Zn 


Peptid 
SH 





Leucyl-glycin. | = — +; — |(+) | wih al + ih be 
Alanyl-glycin . | (+) — |= pe | = ae 4 
Glycyl-leucin . | (+) /— = — j= ay ee (+) 
Glycyl-alanin . | (+) | = (—) | (— | : (4 Lk. (+) 

++ starke Aktivierung, + leichte Aktivierung, (+) Spur; = starke Hem- 
mung, — leichte Hemmung, (—) Spur, o keine Wirkung. 








{1] Siehe die Arbeiten von MAscHMANn, E. iiberdie Metallaktivierung der Pepti- 
dasen in dieser Zeitschr. 
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Das Vorliegen zweier Enzymwirkungen beweist ferner der Nachwy): 
einer 100% igen Aufspaltung der Racemate. In Tabelle 3 fiihren wir V. 
suchsbedingungen an, in denen eine 100%ige Spaltung der untersuc! 
ten racemischen Dipeptide, auch des am schwersten aufspaltbaren Leucy| 
glycins zustande gekommen ist. Die Aufspaltung der ]-Komponente ix; 
hier durchweg etwas gehemmt, was durch Begleitstoffe oder Hemmune,. 
kérper in den angewandten groBen Enzymmengen bedingt sein kan: 
Denn im allgemeinen geniigen zur vollstandigen Aufspaltung des 1-Peptids 
sehr geringe Enzymmengen, wahrend eine weitgehende Aufspaltung de: 
d-Komponente stets gréBere Mengen der Organausziige sowie die Zugaly 
von Metallaktivatoren erfordert. 


Tabelle 3. Zur Aufspaltung der l- und d-Komponenten racemischer Dipepticd: 
durch Meerschweinchen-Nierenauszug unter optimalen Versuchsbedingungen fiir 
die d-Dipeptidasen. 





Leucyl- Alanyl- Glycyl- Glycyl- 
glycin glycin leucin alanin 





DOTb i SUMO Fo 48 2 2 2 
Enzymmenge in ccm im Gesamt- 
volumen von 10ccm ...... 0,8 0,6 0,4 0,4 
Metallzusatz: m/1000 Konzentra- 
tion* als optimale Aktivatoren 
fiir die d-Dipeptidasen ..... Co Co Co 
Gesamtspaltung in % ...... 94,7 88,9 91,3 92,3 
IE a eS ery Cog cts ents nes 97,2 97,2 96,8 -| 100,0 
ee Sala eae paeaNe na Mai ana a, 92,2 80,6 85,8 84,6 














* Fir Leucyl-glycin m/500 wegen der gréfferen Enzymmenge und der dadurch bedingten mengen- 
ma$ig gréBeren Adsorption von Metall an Eiweif. 


Die schon friiher von uns unter gewissen Versuchsbedingungen beobach 
tete ,,parallel verlaufende Spaltung beider Komponenten im Racemat* [1 
erfolgt nach den jetzt an mehreren Peptiden gemachten Erfahrungen nur 
unter ganz bestimmten Voraussetzungen, z. B. wenn gleicher Gehalt an 
l- und d-Peptidasen vorliegt, was wir bisher nicht nachweisen konnten, 
oder wenn unter Anwendung gréSerer Enzymkonzentrationen die 1-Peptid 
spaltung durch gleichzeitig vermehrte Begleitstoffe (EiweiBkérper, Spalt 
produkte, Hemmungskérper) verzégert wird, die d-Spaltung aber entspre 
chend dem gréBeren Fermentgehalt angestiegen ist. AuBerdem kann nach 
Zusatz von gewissen Metallen die Wirkung der d-Dipeptidasen stark erhoht, 
die der 1-Dipeptidasen dagegen stark gehemmt sein (s. die Hydrolyse von 
Alanyl-glycin und Glycyl-leucin unter Zusatz von Kobalt in den Abb. 3a, 
3b und 4). Es 1aBt sich aber dann wohl in diesen Beispielen nur von einer 
scheinbar parallel verlaufenden I- und d-Spaltung sprechen. 


{1] Herken, H., A. Scumitz u. R. Merten: Naturwiss. 29, 670 (1941); Z 
physiol. Chem. 275, 29 (1942). 
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Versuchsteil. 

Zur Erfassung quantitativer Unterschiede war es notwendig, zunichst 
einmal in gréBeren Reihenversuchen die Enzymmenge festzustellen, mit 
der am deutlichsten ein Unterschied in der Spaltung eines I- und d-Peptids 
im Racemat erkennbar war. Die von uns verwandten Ausgangslésungen, 
Glycerinextrakte aus Meerschweinchenleber und -niere, erwiesen sich als 
besonders geeignet, da in ersteren eine an d-Peptidasen verhiltnismabig 
arme Fermentlésung vorlag. Es lieB sich namlich bei entsprechender Ver- 
diinnung des Ausgangsextrakts eine Enzymlésung herstellen, in der nur 
eine reine l-Peptid-spaltende Wirkung nachgewiesen werden konnte, deren 
Aktivitat jedoch noch so stark war, daB innerhalb 1 Stunde die véllige Auf- 
spaltung der ]-Komponente im Racemat ohne und mit Metallzusatz er- 
reicht wurde. Eine d-Peptidspaltung war unter diesen Bedingungen auch 
in Gegenwart des optimalen Metallaktivators nicht nachweisbar. In einer 
solchen Enzymlésung konnte somit nicht nur der Verlauf der 1-Peptid- 
spaltung, unbeeinfluBt durch Spaltprodukte des d-Peptids, verfolgt werden, 
sondern es lie sich auch die Aktivierbarkeit der ]-Peptidasen, unabhdngig 
von einer gleichzeitigen Wirkung der d-Peptidasen, feststellen. 

Wahrend also die l-Peptidhydrolyse in diesen geniigend verdiinnten 
Enzymlésungen mit Hilfe der Titrationsmethode sehr exakt verfolgt wer- 
den konnte, war die Hydrolyse der d-Komponente infolge des geringeren 
Gehalts an entsprechender Peptidase nur bei Verwendung gréBerer Enzym- 
mengen zu erreichen und innerhalb der Gesamthydrolyse des Racemats 
durch Bestimmung der freien d-Aminosauren mit Hilfe der d-Aminosaure- 
oxydase zu charakterisieren. Eine reine d-Dipeptidasenwirkung, unbeein- 
fluBt durch eine gleichzeitig stattfindende |-Peptidspaltung und deren 
Spaltprodukte, konnte in den vorliegenden Versuchen, aufer den wenigen 
Untersuchungen mit optisch reinem d-LG., nicht erfaBt werden. Diese 
zeigen, daB in den Racematen eine gegenseitige Beeinflussung der Ferment- 
wirkungen stattfinden mu8. Fiir diesen Fall mii®te demnach erst eine 
Trennung der beiden Enzymwirkungen erfolgen [1]. 

Bei Verwendung nicht zu groBer Fermentmengen konnten wir zwischen 
Enzymwirkung und Enzymmenge eine strenge Proportionalitat im Spal- 
tungsablauf beider Komponenten eines Racemats feststellen. Infolgedessen 
war es méglich, den Ablauf der Hydrolyse durch eine sehr wirksame Enzym- 
lésung wahrend 1 Stunde mit dem Ablauf der Hydrolyse durch eine ent- 
sprechend verdiinntere Lésung wahrend ldngerer Einwirkungszeit zu ver- 
gleichen. Praktisch haben wir davon Gebrauch gemacht, indem wir die 
Spaltungswerte durch |-Dipeptidasen nach 1 Stunde (mal 20 genommen) 
dem Spaltungswert durch d-Dipeptidasen nach 20 Stunden gleich gesetzt. 

Eine vergleichende Betrachtung der Wirkung von I- und d-Peptidasen 
in den untersuchten Enzymlésungen ergaben zum Teil betrachtliche Unter- 


[1] Siehe MAScHMANN, E.: Naturwiss. 29, 709 (1941). 
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schiede. Wie Tabellen 1a und 1b beweisen, sind beide Enzymlésungen s«\:; 
viel reicher an |-Dipeptidasen, wobei wir den Fermentgehalt der Nic: 
iiberall-ungefahr doppelt so hoch fanden wie den Gehalt der Leber. Wei: 
groBere Unterschiede zwischen Leber- und Nierenauszug lieBen sich 
im Gehalt an d-Dipeptidasen nachweisen: Wahrend die Leucyl-glycin.. 
Glycyl-leucin- und Glycyl:alanin-d-Peptidasen in Meerschweinchenlebern, 
selbst nach Aktivierung, nur in mehr oder minder schwachen Mengen mc\} 
bar sind, zeigt sich die Niere gegeniiber allen Dipeptiden stets reich an 
d-peptidspaltender Wirkung.- Das verschiedene Verhalten zu den einzelnen 
Substraten ist aus Tabelle Ib ersichtlich. 

Die Unterschiede im Gehalt tierischer Organe an peptidspaltenden Fermente» 
sind aus zahlreichen Arbeiten bekannt. Parenchymatése Zellen haben sich im 
allgemeinen enzymreicher als andere, wie z. B. embryonale und Krebszellen, e: 
wiesen, Wir weisen u, a. auf die zahlreichen Arbeiten MAscHuMANNs hin, der auch 
versucht hat, unter Zusatz maximaler Metallaktivatoren das Spaltungsverhaltnis 
gegeniiber mehreren Di- und Polypeptiden, und zwar der ,,natiirlichen‘‘ Wir. 
kung, zu bestimmen. 

Eine Auftrennung der Enzymwirkungen in 1- und d-peptidspaltende war bis- 
her nur an Hand optisch reiner Peptide méglich, die aber allgemein nur in seh: 
geringem Umfange zur Verfiigung standen. Eine Deutung der bisherigen F: 
gebnisse ist nur zulassig, wenn sehr geringe Enzymmengen verwandt wurde: 
in denen selbst unter Metallaktivierung eine d-Peptidspaltung nicht oder nur in 
Spuren nachweisbar war. Bei der allgemeinen Anwendung racemischer Peptide 
sind deshalb nur die quantitativen Angaben iiber die ,,natiirliche‘‘, d.h. die 
reine l-peptidatische Wirkung in Racematen zu werten. Wurde bisher doch vie! 
fach die Ansicht vertreten, daB es sich nur um eine d-Peptidhydrolyse handelt: 
wenn tiber 50% des Racemats aufgespalten war. Eine solche iiber 56% liegend: 
Spaltung wurde z. B. beim Leucyl-glycin nie gefunden, so dai angenomme: 
wurde, daB synthetische Peptide mit der-d-Reihe angehérenden Aminosauren 
enzymatisch nicht spaltbar waren. Die nach den ersten Untersuchungen voi 
Watpscumipt-LeiTz [1] von anderen Autoren mitgeteilten Befunde [2] haben nu: 
klar gezeigt, daB eine d-Peptidspaltung durch Organextrakte, pflanzliche Ex 
trakte, Serum und Blutkérperchen [3] fast immer nachweisbar war und die An 
wesenheit d-peptidspaltender Fermente bei Mensch und Tier mit Sicherheit a1 
genommen werden kann. 

Eine Aufteilung der Gesamtspaltung eines Dipeptids in die der I- und <i 
Komponente laBt sich am besten an Hand der einzelnen Substrate aufzeichnen. 


I, Quantitative Unterschiede in der Aufspaltbarkeit 
der l- und d- Komponenten unter besonderer Beriicksichtigung 
der Aktivierbarkeit und Hemmung durch Metalle. 


Wir stellen das Leucyl-glycin (LG.) voran, weil dieses Peptid auch in 
unseren Untersuchungen eine besondere Rolle einnimmt. 


267, 79 (1940). 

[2] Sammelliteratur bei Herken, H.: Z. Krebsforsch. 51, 445 (1942); Mer- 
TEN, R. u. A. Scumitz: Z. exp. Med. 112, 262 (1942). 

[3] Merten, R.: diese Zeitschr., im Druck. 
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d, 1-LG. wurde nach den bisherigen Anschauungen in seiner d-Komponente 
nicht angegriffen. Erstmalig teilten WALDscumipt-Leitz und K. Mayer [1] 
eine starkere Aufspaltung mit, die auch titrimetrisch erfaSbar war, und zwar bei 
Carcinomserum nach langerer Einwirkungszeit (bis zu 120 Stunden) in einem 
Umfange von 76%. Die spateren Arbeiten haben nun gezeigt, da racemisches 
LG. selten héher als zu 50 bis 60% aufgespalten werden konnte; selbst durch 
Zugabe von Metallaktivatoren war eine Steigerung nicht mdéglich [2]. Im Ge- 
gensatz hierzu konnte vielfach eine Hydrolyse von optisch reinem LG. durch die 
verschiedensten Enzymlésungen gefunden und eine Steigerung der Wirksamkeit 
durch Metalle, insbesondere Mn und Fe, in Ab- und Anwesenheit von Cystein 
oder 4hnlich wirkenden Substanzen nachgewiesen werden [3]. 

Der Grund fiir das Stehenbleiben der Hydrolyse von racemischem LG. liegt 
nicht an einem Mangel an d-LG.-spaltendem Enzym, denn die Zugabe von 
frischem Enzym fiihrt nach abermaliger Einwirkung nicht mehr zu einer wesent- 
lichen Spaltungszunahme der d-Komponente (eigene, unverdffentlichte Ver- 
suche), sondern daran, da 1. nicht die optimalen Metallaktivatoren fiir die d- 
Spaltung im Racemat, vor allem Kobalt, angewandt und 2. zu hohe Peptid- 
konzentrationen benutzt wurden, in denen bei der schnell vonstatten gehenden 
Aufspaltung des l-Peptids sofort gréBere Mengen von |-Leucin auftreten und die 
Spaltung der d-Komponente hemmen [4] (m/8 bis m/20 l-Leucin). Die Hemmung 
der d-LG.-Spaltung durch ]-Leucin ist schon in geringen Konzentrationen sehr 
deutlich. Wir haben sie schon bei Zusatz dieser Aminosaure in einer Endkonzen- 
tration von m/160 gefunden. Sie tritt entsprechend starker in Erscheinung, wenn 
héhere Konzentrationen verwandt werden. So konnten BAMANN und ScuiMKe [5] 
schon bei einer Endkonzentration von m/20 eine vollige Blockierung der d-LG..- 
Spaltung beobachten, wobei allerdings nicht eindeutig feststeht, ob nicht doch 
innerhalb der Gesamthydrolyse geringe Mengen des d-Peptids gespalten wurden. 
Denn wir selbst konnten eine solche Blockierung nicht regelmaBig erreichen. 
Gingen wir mit der Peptidkonzentration herunter, so ist es uns [6] sogar ohne 
Zusatz eines Metallaktivators méglich gewesen, die d-Komponente bis zu 100%, 
aufzuspalten (m/160). Bei m/80 Konzentration fand eine Hydrolyse bis zu 87% 
statt, wahrend sie bei m/4o im allgemeinen bei 50% stehenblieb. 

Wir haben aus diesen Untersuchungen gleichzeitig geschlossen, daB nicht nur 
die Hydrolyse der d-Komponente gehemmt wird, sondern auch die des 1-Peptids, 
da mit den verwandten Enzymkonzentrationen optisch reines l-LG. vollkommen 
aufgespalten wird. Die groSen Unterschiede in der Spaltungsgeschwindigkeit 
und ihre Beeinflussung durch Aktivatoren von optisch fast reinem 1-LG. und 
d-LG. im Racement sind unseres Erachtens im wesentlichen auf solche Hem- 
mungsvorgange zuriickzufiihren [7]. 


{1] Watpscumipt-Leirz, E. u. K. Mayer: Z. physiol. Chem. 262, IV (1939); 
267, 79 (1940). 

[2] Mascumann, E.: diese Zeitschr. 313, 129 (1942). 

[3] MascuMANN, E.: Naturwiss. 29, 709 (1941); Bamann, E. u. O. ScHIMKE: 
ebenda 29, 515 (1941); MAscHMANN, E.: ebenda 29, 518, 691 (1941). 

[4] Bamann, E.u.O. Scutmke: Naturwiss. 29, 365 (1941); diese Zeitschr. 310, 
131 (1941); Scumitz, A., R. Merten u. H. Herken: Z. physiol. Chem. 275, 44 
(1942). 

[5] Bamann, E. u. O. Scutmke: Naturwiss. 29, 365 (1941); diese Zeitschr. 310, 
311 (1941). 

[6] Scumitz, A., R. Merten u. H. Herken: Z. physiol. Chem. 275, 44 (1942). 

[7] Merten, R. u. A. Scumitz: Z. exp. Med. 112, 262 (1942). 
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In den hier mitgeteilten Versuchen wurde unter Beriicksichtigung dies: 
Gesichtspunkte eine Peptidkonzentration gewahlt, unter der im allgem:: 
nen racemisches LG, ohne Zusatz eines Aktivators zu 50 bis 60% aufgesp.| 
ten wird (m/40). Wir haben die Enzymwirkung stets unter Metallaktiviers) : 
gemessen und uns der MAscHMANNschen Ansicht angeschlossen, daB ers: 
dann die absolute Wirksamkeit einer Peptidase bestimmt werden kann, 
wenn sie durch Metallzusatz maximal aktiviert wird. Den Unterschied im 
Gehalt an l- und d-LG.-spaltender Peptidase von Meerschweinchenlelher 
und -niere gegeniiber dem Racemat geben wir in Tabelle 4 wieder. Wir 
finden in einer Enzymmenge, die keine nachweisbare d-Peptidspaltung ver 
ursacht, die |-Komponente innerhalb 1 Stunde am stiarksten unter Wangan 
zusatz aktiviert, wobei zwischen Leber und Niere kein Unterschied besteht 
’ Erst die Verwendung einer wesentlich héheren (2z5fachen) Enzymkonzen- 
tration fiihrt nach langerer Einwirkungszeit (20 Stunden) zu einer vergleich 
baren Spaltung der d-Komponente. Die héchsten Spaltungswerte werden 
bei der Leber auf Zusatz von Mangan-Sulfhydryl, bei der Niere auf Zusatz 
von Kobalt erhalten. Wahrend Mn die I- und d-Komponente beider Ausziige 
mehr oder weniger steigert, ist ein gegensdtzlicher EinfluB von Co auf beide 
Komponenten bemerkbar: immer wird die d-Spaltung durch Co stark 
geférdert und die |-Spaltung deutlich gehemmt. Magnesium wiederum lilt 
die d-Spaltung unbeeinfluBt, aktiviert aber die 1-Spaltung betrachtlich 
(s. Tabelle 4). 


Tabelle 4. 


Zur Kennzeichnung der l-Leucyl-glycin- und d-Leucyl-glycin-Spaltung im Racemat 


Versuchsbedingungen. 


Peptidkonzentration in allen Versuchen m/40, d.s. 2,50 ccm einer m/10 Li- 
sung in 10 ccm Gesamtansatz. 

Die Gesamthydrolyse wurde titrimetrisch in 2,0 ccm Probe bestimmt. 1,0 ccm 
Nerbrauch an n/40 alkoholischer KOH entspricht einer 50% igen Aufspaltung 
des Racemats, einer 100%igen Aufspaltung der l-Komponente, wenn eine d- 
Spaltung unter optimaler Bedingung nicht nachzuweisen war. 

Die d-Peptidhydrolyse wurde manometrisch aus dem O,-Verbrauch errechnet 
(s. methodischer Teil). , 

Gesamtansatz im allgemeinen 10ccm, wenn mehrere Proben abzunehmen 
waren, 20 ccm. In den Ansatzen mit Cystein wurde stets nach Durchstrémung 
mit N, aus der Bombe und unter Toluolabschlu8 gearbeitet. 

Enzymmenge richtete sich nach dem Gehalt an |- und d-Peptidasen, der in Vor- 
versuchen jeweils bestimmt wurde. 

Versuchsdauer fir den Nachweis einer 1-Spaltung 1 Stunde, fiir den Nachweis 
einer d-Spaltung 20 Stunden. 

In dem vorliegenden Versuch wurden 0,04 ccm eines Meerschweinchen- Leder- 
auszugs fiir die ]-Spaltung im 1-Stunden-Versuch, 1,0 ccm fiir die d-Spaltung in 
20-Stunden- Versuch im Gesamtvolumen von 10 ccm benutzt; vom Meerschwein- 
chen-Nierenauszug 0,02 bzw. 0,75 ccm. 
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LG.-Spaltung durch 


m/Konzentration Meerschweinchenleber | Meerschweinchennieren 


1-Spaltung d-Spaltung]| I-Spaltung d-Spaltung 
in % in % in % in % 





— a 25,6 17,7 32,4 16,8 
Mg 100 66,1 18,1 49,1 15,2 
Fe 1000 16,2 14,3 18,7 21.7 
Mn 1000 fiir die ]-Spaltung 
bzw. 500 fiir d-Spaltung 77,0 5. 65,8 46,0 
Co 1000 11,1 41,0 26,5 67,3 
Zn 10000 34,5 7; 43,2 25,0 
SH 250 fiir die 1-Spaltung 


bzw, 125 fiir d-Spaltung 19,7 25,0 
Fe-SH | 1000-250 fiir die d-Spaltung 
bzw. 1000-125 

fiir d-Spaltung 28,6 
Mn-SH | 1000-250 fiir die d-Spaltung 
bzw. 500-125 
fiir d-Spaltung 66,1 56,6 7,0 | 44,5 











Die Ergebnisse stimmen somit mit friiheren Angaben iiber die Aktivie- 
rung iiberein, nach denen die |-LG.-Spaltung am starksten durch Mn, die 
d-LG.-Spaltung durch Mn-SH bzw. Fe-SH gesteigert wird, letztere aller- 
dings nur nachgewiesen an optisch reinem d-LG. [1]. An diesem Praparat 
wurde auch nie der Unterschied in der optimalen Aktivierbarkeit durch 
verschiedene Enzymlésungen gefunden, den wir gegeniiber racemischem 
Leucyl-glycin durch Meerschweinchenleber- und -nierenextrakt nachweisen 
konnten. Die Hydrolyse von d-LG. im Racemat wird im Lebereztrakt 
durch Mn-SH von 17,7 auf 56,6°%, im Niereneatrakt durch Co von 16,8 auf 
67,3% optimal gesteigert; demgegeniiber zeigt die Spaltung von optisch 
reinem d-LG, die gleiche optimale Aktivierung in beiden Ausziigen durch 
Fe-SH, wahrend Mn-SH nur etwas darunter liegt. Der Aktivierungseffekt 
ist hier auch bedeutend starker als im Racemat: so sehen wir die Wirkung 
im Leberextrakt von 1 auf 82,2° und im Nierenextrakt von 5,7 auf 80,3% 
nach Zugabe von Fe-SH erhéht (vgl. Tabelle 5). 


Tabelle 5. Die Spaltung von optisch reinem d-Leucyl-glycin. 
Ein Vergleich der titrimetrischen und manometrischen Methode. 


Versuchsbedingungen. 


d-LG. [a] * - 81°* = m/4o Endkonzentration. 

Fiir die Titrations- und manometrische Methode wurde die zu untersuchende 
Probe dem gleichen Ansatz entnommen. Bei der Titration entsprechen 1,00 ccm 
n/20 alkoholischer KOH einer 100% igen Aufspaltung des Substrats. 


[1] Maschmann, E.: Naturwiss. 29, 783 (1941). 
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Enzymmenge: 0,15 ccm Meerschweinchen-Zeder- bzw. 0,12 ccm Meerschwei 
chen-Vieren-Glycerinauszug im Gesamtvolumen 10. 
Spaltungsdauer: 20 Stunden. 





% d-LG.-Spaltung durch 


Zusatz m/Konzentration Meerschweinchenleber Meerschweinchenniere 


titrimetrisch | manometrisch] titrimetrisch | manometrisc! 


1,0 | 0,9 


Fe 5,7 | 6,0 
Mn 65,2 | 66,7 
Co 59,2 60,5 
Fe-SH 1000/125 52,0 lA S854 
Fe-SH 1000/250 82,3 | 82,7 
Mn-SH 1000/125 49,1 | 46,0 
Mn-SH 1000/250 68,0 eee fe 
Co-SH 1000/125 25,5 24,7 
Co-SH 1000/250 18,5 20,4 














* Praparat der Firma Heyt & Co., das uns von MAscHMANN 1942 freund- 
licherweise zur Verfiigung gestellt wurde. 


Sulfhydrylgruppen fiihren durch die Schaffung anaerober Verhiltnisse 
zu einer besseren Aufrechterhaltung der Zweiwertigkeit der Metallakti- 
vatoren. Wahrscheinlich lassen sich diese Unterschiede zwischen optisch 
reinem d-LG. und d-LG. im Racemat, die sowohl in der Spaltungsgeschwin- 
digkeit wie auch im Gesamtumfang der Hydrolyse bestehen, durch die schon 
erwahnten Hemmungsvprgange erklaren, so daB wir uns in der Charakte 
risierung von l-LG.- und d-LG.-Dipeptidasen der von anderer Seite ge- 
stellten Forderung anschlieBen, daB diese nur an optisch reinen Substraten 
durchgefiihrt werden kann (BAMANN und ScuiMKE [1], MASCHMANN [2)). 

Wir sehen aus den in Tabelle 5 wiedergegebenen Versuchen weiter dic 
Ubereinstimmung zwischen den mit der Titrationsmethode einerseits und den 
mit der manometrischen Methode andererseits erhaltenen Werten. 

Nach den Ergebnissen der Tabelle 4 laBt sich ein Mengenverhiltni: 
der 1:d-Peptidasen fiir Leucyl-glycin in der Leber von etwa 1000:1 und in 
der Niere von etwa 670: 1 errechnen. 


Tabelle 6. Zur Kennzeichnung der l-Alanyl-glycin- und d-Alanyl-glycin- 
Spaltenden Peptidase im Racemat. 


Angewandte Enzymmenge: 0,02 ccm Meerschweinchen-Zederauszug im 1- 
Stunden-Versuch fiir 1-Spaltung, 0,05 ccm im 20-Stunden-Versuch fiir d-Spal- 


[2] MascuMann, E.: Naturwiss. 29, 709 (1941). 
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rung; 0,008 bzw. 0,05 ccm Meerschweinchen-ierenauszug im Gesamtvolumen 10. 
Sonstige Versuchsbedingungen vgl. Tabelle 4. 





AG.-Spaltung durch 


: Meerschweinchenleber Meerschweinchenmieren 
eren 

1-Spaltung d-Spaltung 1-Spaltung } d-Spaltung 
etrisch in % in % in % in % 








80,6 | 6,01 73,7 0,0 
89,6 357 66,8 2,8 

4,0 6,8 0,0 0,0 
58,0 48,0 43,8 58,7 
24,9 89,0 35,8 89,9 
15,9 0,0 36,8 0,0 
Cystein 23,9 13,6 31,8 0,0 
Fe-SH 39,7 71,5 39,8 28,8 
Mn-SH 34,6 16,9 32,8 11,6 











Ein vollig anderes Bild ergibt sich beim Alanyl-glycin (AG.). Die unter- 

suchten Enzymlésungen zeigen hierbei keinen so groBen Unterschied im 

Gehalt an l- und d-Peptidasen: in der Meerschweinchenleber verhalt sich 

isse l:d wie 50:1, in der Niere wie 100:1. Die 1-Peptidase ist fast vollaktiv. 

ikti- Im Gegensatz dazu 1a4Bt sich die d-Peptidase durch Metall, und zwar vor 

allem Kobalt, so sehr steigern, daB mit kleinsten Enzymmengen (0,075 ccm) 

innerhalb 20 Stunden noch eine 100%ige Aufspaltung des d-Anteils im 

hon Racemat erhalten wird. Im Vergleich zu Co, das oft eine 100fache Aktivi- 

kte tatssteigerung bewirkt, aktiviert Mangan auf das Acht- bis Zehnfache, 

wahrend Mg schwach hemnt. Gleichzeitig weisen wir auf die starke Hem- 

mung durch die Metalle Co und Mn auf die 1-AG.-Peptidase hin (s. Ta- 
belle 6). 

Sehr verschieden ist der Gehalt der beiden Enzymlésungen an Glycyl- 
l-leucin- (GL.) und Glycyl-d-leucin -spaltender Dipeptidase. Eine Verdiin- 
nung des Ausgangsextrakts entsprechend 0,01 ccm fiihrt schon nach 1 Stun- 
de zu einer etwa 70%igen Spaltung des |-Anteils: etwa das 800ofache dieser 
Menge (4,0 ccm) spaltet in 20 Stunden nur 37% des d-Anteils (s. Tabelle 7). 
1:d-Peptidasen verhalten sich danach wie 16000:1 im Leberauszug. Im 
Nierenauszug finden wir dagegen ein Verhaltnis von 45:1. Die 1-Peptidase 
erscheint in beiden Ausziigen vollaktiv, geringe Erhéhung durch Mg 
in der Leber und durch Zn in der Niere sind nicht als besondere Aktivie- 
rungseffekte zu werten. Auch die Spaltung von Glycyl-d-leucin wird durch 
Metallzusatz kaum beeinfluBt: geringer Anstieg im Nierenauszug durch 
Co; die 1-Spaltung dagegen wird durch Co weitgehend, zum Teil sogar 
ganz gehemmt. 

Ahnliche, wenn auch nicht so groBe Unterschiede in der Fermentwir- 
kung zeigen die beiden Organsausziige gegeniiber Glycyl-l-alanin (GA.) 
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Tabelle 7. Zur Kennzeichnung der Glycyl-l-leucin- und Glycyl-d-leucin- 
Spaltung im Racemat. 


Angewandte Enzymmenge: 0,01 ccm Meerschweinchen-Zederauszug im 
Stunden- Versuch fiir l-Spaltung, 4,0 ccm im 20-Stunden-Versuch fiir d-Spaltu: 
0,008 bzw. 0,02 ccm Meerschweinchen-/Vierenauszug im Gesamtvolumen 10 

Sonstige Versuchsbedingungen vgl. Tabelle 4. 





GL.-Spaltung durch 


Meerschweinchenleber Meerschweinchenntieren 


Zusatz 


1-Spaltung d-Spaltung* 1-Spaltung d-Spaltung 
in % - in % in % in % 





69.5 37,2 60,4 65,6 
Mg 7453 26,3 63,8 57,7 
Mn 23,1 24,6 321 47,6 
Co 19,8 ry Bie 0,0 75,4 
Zn 55,0 14,3 69,0 56,0 
Fe-SH 32,1 45.9 19,4 69,7 
Mn-SH 16,7 27,6 27,8 59.4 
* Die Anwendung einer groBen Enzymmenge von 4,0ccm Glycerinauszug in 10 ccm Gesamt- 
volumen laft durch den hohen EiweiSgehalt die Metalleinwirkung nicht ausreichend erkennen (vg! 


dazu Meerschweinchenniere), da wohl der gréfte Teil des Metalls durch andere als Fermentproteine 
gebunden wird. Die Wirkung kommt daher beim Nierenextrakt besser zum Ausdruck. 








und Glycyl-d-alanin im Racemat. Das Verhaltnis von |:d-Peptidasen b: 
trigt im Leberauszug 1000:1, in der .Viere 40:1. Die Metallaktivierung is: 
auch hier gering, Mg fordert ein wenig die |-Spaltung, wahrend Mn, Co 


Tabelle 8. Zur Kennzeichnung der Glycyl-l- und Glycyl-d-alanin-Spaltung inn 
Racemat. 


Angewandte Enzymmenge: 0,05 ccm Meerschweinchen-Zederauszug im 1- 
Stunden-Versuch fiir 1-Spaltung, 2,50 ccm im 20-Stunden-Versuch fiir d-Spal- 
tung; 0,0075 bzw. 0,02 ccm Meerschweinchen-Werenauszug im Gesamtvolumen 
10, 

Sonstige Versuchsbedingungen vgl. Tabelle 4. 





GA.-Spaltung durch 


Meerschweinchenleber Meerschweinchenmieren 


1-Spaltung d-Spaltung 1-Spaltung d-Spaltung 
in % in % in % in % 





-— 88,0 51,8 75,4 90,0 
Mg 99.0 37,7 65,3 87,5 
Fe — 61,7 27,1 
Mn 83,6 59,3 60,3 98,2 

Co 72,7 79,0 63, 89,0 

Zn 69,2 0,0 31, 45,3 
Cystein 30,2 62,5 76,4 
Fe-SH 59,6 44, 90,9 
Mn-SH_ 7,4 44,5 94,5 
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und Zn etwas hemmen. Im Gegensatz hierzu férdern Mn und Co die 
d-Spaltung, wahrend sie durch Mg gehemmt wird. Zn fiihrt schon in sehr 
geringen Konzentrationen zu einer Hemmung der d-Peptidasen (s. Ta- 
helle 8). 

Wir sehen aus den mitgeteilten Ergebnissen die eindeutigen Unterschiede 
im Verhalten der beiden Enzymlésungen gegeniiber den beiden Kom- 
ponenten der Racemkérper: Unterschiede im Enzymgehalt, in der Aktivie- 
rung und Hemmung durch Metaile, die oft ein vollkommen gegensatzliches 
Verhalten zeigen. Unsere Versuche sprechen in vieler Hinsicht fiir die von 
MASCHMANN auch anderweitig begriindete Ansicht, daB es sich in unseren 
Enzymlésungen um ein Gemisch verschiedener, vielleicht sogar substratspezi- 
fischer Peptidasen handelt, deren quantitative und qualitative Zusammen- 
setzung sehr schwankt. 


II. Aufspaltung der Racemate. 


Uber eine vollkommene Aufspaltung racemischer Peptide sind in den 
letzten Jahren einige Versuche bekanntgeworden. 


Leucyl-glycin konnte durch Meerschweinchenleber ohne Zusatz eines Akti- 
vators bei geringer Substratkonzentration (m/160), ausreichender Fermentmenge 
und langerer Einwirkungszeit (72 Stunden) vollkommen aufgespalten werden, 
wie wir friiher berichten konnten [1]. Reines I-LG. wird sehr schnell aufgespalten, 
desgleichen optisch reines d-LG., letzteres besonders unter Zusatz von Mn-SH 
und Fe-SH [2]. Alanyl-glycin haben wir ebenfalls bei Zusatz von Co in wenigen 
Stunden vollkommen aufspalten kénnen [3]. Uber Glycyl-d, I-leucin und Glycyl- 
d, l-alanin wird eine 100% ige Aufspaltung mit und ohne Zusatz von Zn gefun- 
den [4]. Die optisch reinen Antipoden lassen sich sehr schnell und fast vollstandig 
aufspalten [5]. Von anderen Dipeptiden erfahren wir eine fast 100°,ige Hydrolyse 
von d, I-Glutaminyl-glycin und dessen Athylester durch Carcinomseren [6]. 


Die in der Tabelle 9 aufgefiihrten Versuchsergebnisse zeigen die Be- 
dingungen (Enzymmenge, Versuchsdauer und optimaler Aktivator), unter 
denen |- und d-Komponente im Racemat aufgespalten werden. So sehen 
wir, daB schon in 1 Stunde die 1-Komponenten mit sehr kleinen Enzym- 
mengen im AG., GL. und GA. ohne Metallzusatz, im LG. nach Zugabe 
von Mn 100%ig hydrolysiert werden. Demgegeniiber benétigen wir zu 
einer voOlligen Aufspaltung der d-Komponente eine langere Aufspal- 


{1] Scumirz, A., R. Merten u. H. Herken: Z. physiol. Chem. 275, 44 (1942). 

[2] Bamann, E. u. O. Scutmke: Naturwiss. 29, 515 (1941); MascuMann, E.: 
Naturwiss. 29, 518, 691 (1941). 

{3] Merten, R., A. Scumitz u. H. Herken: Z. physiol. Chem. 275, 53 (1942). 

[4] Mascumann, E.: diese Zeitschr. 313, 129 (1942); Bamann, E. u. CQ. 
ScHIMKE: Naturwiss. 29, 515 (1941); MascHMANN E.: ebenda 29, 518, 691 
(1941). 

[5] ABDERHALDEN, E. u. Cagsar: Fermentforsch. 16, 299 (1940). 

[6] WaLpscumipt-Leitz, E. u. K. Mayer: Z. physiol. Chem. 262, IV (1939) ; 
267, 79 (1940). 
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tungszeit und den Zusatz von Co fiir LG., AG. und GL. sowie ei: 
wesentlich héhere Enzymmenge fiir LG. 

Unter Erhéhung der Enzymmenge war es uns mdglich, auch scho; 
in kiirzerer Versuchszeit (2 Stunden) AG., GL. und GA. fast véllig aufz. 


Tabelle 9. Versuchsbedingungen fiir eine 100% ige Aufspaltung 
der l- und d-Komponenten im Racemat durch Meerschweinchen-Nierenextra 





d, l-Leucyl-glycinjd, 1-Alanyl-glycin]Glycyl-d, l-leucin]Glycyl-d, l-alanin 


Menge 





I-Spaltung I 1 0,03]Mg_ 1 (0,01 10,01 
d-Spaltung Co 48 1,00] Co 20 (0,03 20 | 0,03 














spalten. Fiir die Aufspaltung von Leucyl-glycin ist stets eine langer: 
Versuchszeit notwendig (vgl. Tabelle 3). Besonders Meerschweinchen 
Leberausziige als Enzymmaterial erfordern infolge ihres geringen Gehalt; 
an d-Peptidasen, insbesondere gegeniiber GL. und GA., eine langere Spal 
tungsdauer. 
100 


% 


| -AG - Spaltung @-AG-Spaltung 








aera , | J 
G1 G2 G3 G4 O5 a7 4 ccm 20 


Abb. 1. Die Hydrolyse von /-Alanyl-Glycin und d-Alanyl-Glycin 
im Racemat unter steigender Enzymkonzentration (Hemmung der 1-AG.-Dipeptidase.) 


In Tabelle 3 fallt auf, daB z. B. bei einer nahezu 100%igen Aufspal 
tung der d-Komponente im racemischen Alanyl-glycin die Gesamthydro 
lyse nach 2 Stunden erst 88,9% erreicht hat, d.h. das 1-Peptid nur zu 
80,6% (40,3% des Racemats) aufgespalten ist. Dies kann entweder auf der 
Kobalthemmung der 1-AG.-Dipeptidase oder auch auf einer Beeinflussung 
durch Hemmungskérper (Eiwei8) in der gréBeren Enzymmenge beruhen. 
Wir konnten namlich beobachten, da8 eine Erhéhung der Enzymmenge iiber 
ein bestimmtes MaB hinaus eine Verlangsamung der 1-Peptidspaltung her- 
beifiihrt, wahrend die d-Komponente, entsprechend der zunehmenden 
Enzymmenge, schneller hydrolysiert wird. In sehr groBen Enzymmengen 
erscheint die 1-Peptidase sogar vollkommen gehemmt, d.h. die titrime- 
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trisch meBbare Zunahme an Carboxylgruppen ist hier einzig und allein 
auf die d-Hydrolyse zuriickzufiihren (s. Abb. 1). 

Bei der Feststellung der Bedingungen, die eine vollkommene Racem- 
aufspaltung nachweisen lassen, haben wir einen Einblick in den Spaltungs- 
ablauf der beiden Komponenten im Racemat erhalten. Wir kénnen heute 
allgemeiner zu der schon friiher von uns aufgeworfenen Frage Stellung 
nehmen, inwieweit l- und d-Spaltung parallel zueinander verlaufen. 


III. Parallelverlaufende l- und d-Spaltung im Racemat. 


In einer 1940 mitgeteilten Versuchsanordnung konnten wir zeigen, daB 
bei der Hydrolyse von d, 1-Leucyl-glycin durch Gewebsextrakte (aus Tu- 
moren und Organen) 50% der nach 48 Stunden erhaltenen Gesamtspal- 
tung auf die Hydrolyse des d-Anteils entfiel [1]. Eine Aktivierung durch 
Metalle fand hier nicht statt. Wir konnten weiter mitteilen, daB in der 
gleichen Versuchsanordnung I- und d-Komponente im LG. fast gleich- 
maBig angegriffen wurde. Die Anfangsspaltung wurde hier allerdings nicht - 
erfaBt, da wir erst nach dreistiindiger Einwirkungszeit die ersten Werte 
gemessen haben. 

An einem anderen Substrat, und zwar an optisch reinem Glycyl-d- 
und Glycyl-l-leucin haben E. und R. ABDERHALDEN [2] beobachtet, dab 
das d-Peptid im gleichen Umfange, manchmal sogar etwas schneller als 
das 1-Peptid aufgespalten wurde. Ein wesentlicher Unterschied in der Auf- 
spaltung dieser Peptide wurde von den Verfassern nicht festgestellt. In 
einer Reihe von Versuchen iiber die Umsetzungsgeschwindigkeit der 1- 
und d-Komponente im Racemat und im optisch reinen Peptid fanden 
BAMANN und ScuimKeE, da die Spaltung des d-Peptids in etwa mit der- 
selben Geschwindigkeit erfolgte, gleichgiiltig, ob als Substrat racemisches 
LG. oder die reine d-Komponente diente [3]. 

Diese Ergebnisse stehen den vielen anderen Ergebnissen gegeniiber, in 
denen immer die l-Komponente schneller als die d- Komponente aufgespalten 
wird und bei denen Werte bis zu 50% immer als reine |-Wirkung angesehen 
wurde, wahrend erst eine dariiberliegende Spaltung als d-Spaltung galt. 

DaB im allgemeinen das 1-Peptid schneller aufgespalten wird, anderer- 
seits mitunter eine parallellaufende oder sogar bessere Hydrolyse der d-Kom- 
ponente beobachtet wurde, ist nach unseren Erfahrungen ein Ergebnis 
mehrerer Faktoren: Unterschiedlicher Gehalt an ]- und d-Peptidasen, Akti- 
vierung der einen Komponente (meist der d-) und gleichzeitige Hemmung 
der anderen durch ein und dasselbe Metall sowie eine mégliche Hemmung 
beider Peptidasen durch Begleitstoffe und Spaltprodukte. 


{1] Herken, H., A. Scumitz u. R. Merten: Naturwiss. 29, 670 (1941); Z. 
physiol. Chem. 275, 29 (1942). 

[2] ABDERHALDEN, E. u. R.: Fermentforsch. 16, 445 (1942). 

[3] Bamann, E. u. O. ScuimkeE: diese Zeitschr. 310, 119 (1941). 
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Abb. 2. Racemaufspaltung Glycyl-Alanin durch 


Meerschweinchen-Niere (0,0075 ccm Glycerinaus- 
zug in 10,0 Ges. Vol.) 
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Abb. 4a. Racemaufspaltung Alanyl-Glycin durch 
Meerschweinchen-Niere (0,05 ccm Glycerinaus- 
zug in 10,0 Ges. Vol.) 
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Abb. 3. Racemaufspaltung Glycyl-Leucin durch 
Meerschweinchen-Niere (0,015 ccm Glycerinaus- 
zug in 10,0 Ges. Vol.) 
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Abb. 4b. Racemaufspaltung Alanyl-Glycin durch 
Meerschweinchen-Leber (0,30 ccm Glycerinauszug 
in 10,0 Ges. Vol.) 
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Abb. 5. Racemaufspaltung Leucyl-Glycin durch Meerschweinchen-Niere 
(0,8 com Glycerinauszug in 10,0 Ges. Vol) 
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In den vorstehenden Abb. 2 bis 5 geben wir einige Aktivitatskurven 
wieder, in denen die Enzymmenge gewahlt wurde, mit der innerhalb 
24 Stunden eine weitgehende d-Spaltung zu messen war; nur LG. bendtigte 
zur Aufspaltung eine wesentlich langere Einwirkungszeit. 

Bei der Aufspaltung von Glycyl-alanin (Abb. 2) finden wir die d-Spaltung 
nur wenig geringer als die 1-Spaltung. Bei Zugabe von Co verlauft die Hy- 
drolyse der d-Komponente fast in gleicher Hohe wie die 1-Spaltung, so 
daB man hier von einem annahernd parallelen Verlauf sprechen kann. 
Beim Glycyl-leucin (Abb. 3) und Alanyl-glycin (Abb. 4a und 4b) eilt jedoch 
die 1-Spaltung der d-Spaltung weit voraus. Vergleichen wir aber die Kur- 
ven unter Zugabe von Co, so sehen wir gegeniiber beiden Substraten eine 
deutliche Depression im Ablauf der l-Spaltung, wahrend die d-Hydrolyse 
im Falle von Glycyl-leucin wenig, im Falle von Alanyl-glycin aber um ein 
Vielfaches erhdéht ist. Beim GL. ist somit die 1-Spaltung in den ersten 2 Stun- 
den der d-Spaltung nicht viel iiberlegen; nach dieser Zeit aber weichen sie 
betrachtlich voneinander ab, da die 1-Spaltung schneller verlauft. 

Beim Leucyl-glycin (Abb. 5) finden wir eine Kurve, in der die Aufspal- 
tung des Racemats mit einer wesentlich héheren Enzymmenge (0,80 ccm/10 
und iiber langere Zeit hin verfolgt wurde. Die gréBere Enzymmenge ist 
notwendig, da sich in den verwandten Enzymlésungen wesentlich weniger 
d-LG.-Peptidase befindet. Wahrend wir bei Anwendung sehr geringer 
Fermentmengen die |-Komponente sehr rasch zu 100% aufgespalten finden, 
liegt hier bei einer zofach héheren Enzymmenge eine deutlich verzégerte 
Aufspaltung der 1-Komponente vor, und wir finden erst nach 48 Stunden eine 
vollkommene Aufspaltung derselben unter Maganzusatz. In der gleichen 
Zeit wird auch die d-Komponente zu 91% aufgespalten. Eine parallel 
verlaufende Hydrolyse beider Komponenten liegt somit nicht vor. Wir haben 
friiher mit einer wesentlich héheren Enzymmenge (2,5 ccm/10) die 1- und 
d-Spaltung verfolgt und geglaubt, aus den Ergebnissen einen parallelen 
Verlauf beider Spaltungen ableiten zu kénnen. Wir haben damals Versuchs- 
bedingungen gewahlt, unter denen bei einer entsprechend héheren d-di- 
peptidatischen Wirkung die 1-Spaltung noch starker als oben beschrieben 
gehemmt wurde. Es ist nicht ausgeschlossen, daB hier eine Hemmung 
durch das abgespaltene d-Leucin stattfindet und, wie aus manchen Ver- 
suchen anderer Autoren geschlossen wurde, eine gegenseitige Beeinflussung 
der beiden Fermentwirkungen zur Auswirkung kommt. 


IV. Methodischer Teil. 


a) Enzymlésungen. Als Ausgangsmaterial wurden frisch bereitete Glycerin- 
ausziige aus mehreren Meerschweinchenlebern und -nieren hergestellt. ‘Sofort 
nach der Tétung der Tiere wurden die Organe zerkleinert, im Mérser mit Quarz- 
sand zerrieben und mit 2 Teilen 87 °igen Glycerins 48 Stunden bei 0° extrahiert. 
Durch hochtouriges Zentrifugieren wurde der Extrakt vom Unldslichen getrennt 
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und dann filtriert. Die Lésungen sind im Kihlschrank aufbewahrt iiber lang: 
Zeit haltbar. Nach 2 bis 3 Monaten konnten wir eine deutliche Abnahme < 
d-dipeptidatischen Wirkung feststellen. 


6) Als Substrate verwandten wir racemische Dipeptide: d, 1-Leucyl-glyc: 
d, l-Alanyl-glycin, Glycyl-d, l-leucin und Glycyl-d, l-alanin. Das benutzte optis: 
reine d-Leucyl-glycin (der Firma Heyt & Co.) und zeigte eine Drehuny 
von [a]f5 = — 81°. Samtliche Peptide wurden mit NaOH auf py = 7,8 eing: 
stellt. Die Molaritat betrug 4/g4g mol. im Ansatz. 

c) Getrennte Bestimmung der l- und d-Wirkung. 


/-Wirkung. Volumen der Ansatze 5,0 ccm, Enzymmenge je nach Art des Ver- 
suchs im Vorversuch bestimmt. Molaritaét der Zusatze: Mg m/100, Mn und Co 
m/1000, Zn m/10000 (alle Metalle in Form von Sulfaten), Cystein m/250; 1,25 
ccm einer m/10 Peptidlésung, mit Wasser aufgefiillt. Bei Zugabe von Cystein 
wird in Schliffkélbchen mit Toluol abgeschlossen und N, aus der Bombe ein- 
geleitet. 

Titrationsprobe vor und nach der Spaltung 2,occm des Ansatzes. Titrier 
wurde mit n/40 alkoholischer Kalilauge, wobei 1,0 ccm Verbrauch einer 100°, 
igen Aufspaltung der ]-Komponente entspricht (wenn eine d-Wirkung ausge 
schlossen werden konnte). Spaltungsdauer 1 Stunde bei 37° C. 

d-Wirkung. Der Ansatz war wie oben, jedoch mit Puffer, py = 7,8, aufgefiillt 
Auch hier wurde die Enzymmenge in Vorversuchen bestimmt; bei Anwendung 
groBer Mengen betrug die Molaritat von Mn und Co !/s99 mol., von Cystein 
‘/15 mol., andernfalls wie oben. Spaltungsdauer: 20 Stunden bei 37° C. Nach der 
Bebriitungszeit wurden 2,0 ccm des Ansatzes mit Phosphatpuffer auf das Doppelte 
verdiinnt und durch Erhitzen 15 Minuten bei 105° inaktiviert, um eine weitere 
Einwirkung der Dipeptidasen wahrend der folgenden Desaminierung zu vei 
meiden. 2,0 ccm dieser Mischung wurden zur Bestimmung des O,-Verbrauchs 
mit Hilfe einer gereinigten d-Dipeptidase-freien d-Aminosdureoxydaselésung 
verwandt (s. HERKEN, H.u. H. ErxLesen [1] sowie R. MertTEN u. A. ScumirTz [2}. 

ad) Erfassung der Gesamtspaltung durch Titration sowie der d-Spaltung mit 
der manometrischen Methode. Hierzu wurde jeweils ein Ansatz gemacht, den 
samtliche Untersuchungsproben entnommen wurden. Volumen 20 ccm. Enzym- 
menge richtete sich jeweils nach der zur Aufspaltung des d-Anteils im Racemat 
notwendigen in einem Vorversuch festgestellten Menge. Metallkonzentratio: 
wie oben, bei gréBeren Enzymmengen 4/599 mol. (s. Tabelle). Konzentration des 
€ysteins 4/32; mol. Das py dieser Lésungen wurde auf 7,8 gebracht. Alle Cy 
steinansatze wurden vorher mit N, durchstrémt und unter ToluolabschluB be 
briitet. Titrationsprobe auch hier jeweils 2,0ccm des Ansatzes. Titration mi 
n/40 KOH und Thymolphthalein als Indikator. Bestimmung der freien d- Amino 
sauren (d-Leucin bzw. d-Alanin) wie oben. 





{1] Herken, H. u. E. Erxtesen: Z. physiol. Chem. 262, 252 (1939). 
[2] Merten, R. u. A. Scumitz: Naturwiss. 30, 588 (1942); Z. exp. Med. 112, 
262 (1943). 





l- und d-Peptidasen in den Formelementen 
des menschlichen und tierischen Blutes. 


Von 
RicHARD MERTEN* 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik K6ln.) 


(Eingegangen am 19. Februar 1945.) 


Wir wissen aus zahlreichen, seit dem Jahre 1939 mitgeteilten Unter- 
suchungen, daB neben l-polypeptidspaltenden Fermenten auch d-polypep- 
tidspaltende fast ubiquitdr im Tier- und Pflanzenreich vorkommen [1]. 
Diese d-Polypeptidasen wurden auch in menschlichen Geweben und Saften 
nachgewiesen. Eine klare Unterscheidung und Charakterisierung ist von 
uns fiir die Dipeptidasen in Organausziigen durchgefiihrt worden [2], indem 
wir 1. quantitative Unterschiede in der Aufspaltbarkeit der l- und d-Kom- ~ 
ponenten eines Racemats, 2. eine verschiedene Aktivierung und Hemmung 
durch Metalle sowie 3. eine 100%ige Aufspaltung simtlicher untersuchten 
Dipeptide, auch des Leucyl-glycins nachweisen konnten. 

Quantitative und qualitative Unterschiede in der Aufspaltbarkeit der 
l- und d-Komponenten eines Racemats. lassen sich durch Verwendung 
zweier Methoden herausstellen, indem einmal die Gesamthydrolyse des 
Racemats titrimetrisch durch Bestimmung der freien Carboxylgruppen 
unter Zugrundelegung der Methode von WILLSTATTER und WALDSCHMIDT- 
Leitz bzw. GRASSMANN und Heype [3], zum andern manometrisch nach 
HERKEN und ERXLEBEN [4] die bei der Aufspaltung der d-Komponenten 
freiwerdenden d-Aminosauren durch ihren Sauerstoffverbrauch bei der 
Desaminierung mit Hilfe einer nach MERTEN und Scumirz [5] gereinigten 
d-Aminosaureoxydaselésung bestimmt wurden. 

Will man eine Fermentlésung auf ihre peptidatische Wirkung _priifen, 
so ist 

i. die Verwendung méglichst vieler Substrate anzustreben. Dies ist 
schon deshalb notwendig, weil sich die einzelnen Substrate in ihrer 
Abbaufahigkeit nicht nur quantitativ, sondern je nach dem Ausgangs- 
material der Fermentlésung auch qualitativ unterscheiden. Es ist nicht 


* Die Arbeiten wurden mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft gemeinsam mit KaArL-Bernp STARKE und MARIANNE WINSCHUH (Inaug. 
Diss. 1945 Koln) durchgefiihrt. Jetzige Anschrift des Verf.: Medizinische 
Forschungs- und Untersuchungsanstalt des Staatsbades Bad Ems. 
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sicher, ob die auch von uns benutzten Polypeptide d, l-Alanyl-glycin (AC), 
d, 1-Leucylglycin (LG), d, l-Alanyl-glycylglycin (AGG), d, l-Leucylglycy! 
glycin (LGG) und d, 1-Valyl-glycylglycin (VGG) ein charakteristisc}: 

Bild iiber die peptidatische Wirksamkeit einer Lésung geben, obwohl sic}; 
zweifellos bestimmte GesetzmaBigkeiten ableiten lassen. Wir miissen uns 
vorlaufig darauf beschranken, die Hydrolyse dieser Substrate durch ve; 

schiedene Fermentlésungen sowie untereinander vergleichend zu betrachten 
und eine Verallgemeinerung in der Auswertung vermeiden. Weiter ist 

2. zu beriicksichtigen, daB die meisten Fermente nicht in voll-akti- 
vem Zustand vorliegen, sondern erst nach Zugabe charakteristischer Ak 
tivatoren ein Bild iiber ihre volle Wirksamkeit vermitteln, daB ferner Hey, 
mungsvorgdnge vorhanden sein kénnen, die in vitro sich kaum dem 
Leben nachahmen lassen. Von Bedeutung ist weiterhin ihre Wirkung unter 
aeroben und anaeroben Verhiltnissen, je nach Herkunft des Enzymmat: 
rials..So wissen wir vor allem aus den Untersuchungen MAscHMANNs [6]. 
daB die Polypeptidasen durch Metallzusatze oft sehr stark aktivierbar sind, 
daB es sogar Polypeptidasen gibt, die nur durch bestimmte Metallaktivato 
ren, andere wiederum — wobei die Herkunft des Enzyms und die Natur des 
Substrates entscheiden — erst durch die Schaffung anaeroben Milieus in 
Gegenwart von Metall optimal aktiviert werden. 

Wir haben zu den vorliegenden Versuchen racemische Di- und Tripep 
tide in m/40 Konzentration benutzt. Neben der natiirlichen Wirksamkeit, 
d.h. ohne Zusatz eines Aktivators wurde die Spaltung nach Zusatz einer 
Metallsalzlésung in m/1000 Endkonzentration bestimmt. Letzteres war 
notwendig zur Bestimmung der ]-LG— (+ Mn), d-LG — (+ Co) und 
d-AG (Alanylglycin) —(+ Co) spaltenden Dipeptidasen, wahrend dic 
1-AG, 1-Glycylalanin (GA) und d-GA — spaltenden Dipeptidasen im voll 
aktiven Zustande vorlagen. Ein Aktivator fiir d-AGG und d-LGG-Amino 
polypeptidase ist noch nicht gefunden worden. 

Im Blut ist nun eine |- und d-polypeptidspaltende Wirkung nicht nur im 
Plasma und Serum, sondern auch in den Formelementen beobachtet wor- 
den [7]. Die Formelemente zeigen dabei einen wesentlich starkeren Gehalt 
gegentiber dem Plasma. 

Im Plasma findet man bei Krankheitsprozessen mit starkerem Eiweil} 
zerfall, wie z. B. exsudativ-cavernésen Lungentuberkulosen, Pneumonien, 
Organabszessen, auch zerfallenden Krebsen haufig erhohte Spaltungswerte 
der d-Komponente racemischer Tripeptide, vor allem von d-AGG, in gé 
ringerem Umfange auch von d-LGG [8]. 

Wir haben uns nun zunichst die Frage gestellt, inwieweit die in dev 
Formelementen des Blutes und vor allem die in den Erythrocyten vorhan 
denen d-peptidspaltenden Fermente bei Krankheitsprozessen quantitativ 
oder qualitative Unterschiede insbesondere im Vergleich zu den entsprechen- 
den Fermenten des Plasmas aufweisen. 
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Die Erythrocyten sind bisher nicht als Trager von Proteasen bekannt, 
wahrend in den Leukocyten proteolytische und polypeptidspaltende Fer- 
mente gefunden wurden. 

Als erste haben -MULLER-JOCHMANN [9] Proteasen hier nachgewiesen. Die 
proteolytische Ausriistung der Granulocyten wurde 4hnlich der des Pankreas 
WILLSTATTER, BAMANN u. RHODEWALD) [10] bzw. des Darmsaftes (GRASSMANN 
u. HEYDE) [11] gefunden. Die polynuklearen Leukocyten, deren Zellgranulation 
Trager der proteolytischen Wirkung ist, enthalten Trypsin und Kathepsin (Hus- 
FELD [12], KLEINMANN u. SCHARR) [13] sowie Polypeptidasen, wahrend in den 
Lymphocyten nur Kathepsin nachgewiesen wurde, in geringen Spuren auch eine 
tryptische Wirkung (OkHLERs) [14]. Eine besonders starke proteolytische Wir- 
kung fand Cook [15] in den Zellen der myeloischen Reihe bei Leukamien. Uber 
den Gehalt an Polypeptidasen in weiBen Blutkérperchen erfahren wir Naheres 
aus Versuchen von KLEINMANN u. SCHARR [13], die die Gesamthydrolyse mit 
der Methode von LinDERSTROM-LANG [16] (Formoltitration) in Blut und Ex- 
sudaten von Pferden bestimmten. Sie fanden Glycyl-glycin und Leucyl-glycin bei 
Pq 8 optimal durch Glycerinextrakte aus Leukocyten, isoliert nach SzILLARD [17], 
hydrolysiert, wahrend waBrige Extrakte keine Wirkung zeigten. In Schweine-, 
Schaf- und Rinderleukocyten fanden BAMANN u. ScHIMKE [18] mit der Titra- 
tionsmethode unter sonst gleichen Bedingungen eine Hydrolyse von Leucyl- 
glycin. Eine Spaltung von Alanyl-glycin konnten OELKERS u. FIscHGOLD [19] in 
Leukocyten aus Abszessen und Organausziigen beim Menschen nachweisen. 
Eine besonders hohe Spaltung dieses Dipeptids fand OEHLERs [14] in den Lym- 
phocyten einer lymphatischen Leukamie. Entsprechend wurde von HusFE LD [12] 
in Glycerinextrakten von Leukocyten einer myeloischen Leukimie eine Spaltung 
von Alanyl-glycin und Leucyl-glycin gefunden. Gegeniiber Dipeptiden wurde 
eine héhere Spaltung verschiedener Tripeptide durch Leukocyten von WILL- 
STATTER, BAMANN u. RHODEWALD [10] gefunden. 

Die Erythrocyten lieBen sich aus Citratblut ohne Schwierigkeiten vom 
Plasma und den Leukocyten abtrennen, mittels Ammoniak auflésen und 
so verdiinnen, daf in 1 ml gleichviel Erythrocyten enthalten waren; in den 
vorliegenden Untersuchungen waren in 1 ml ca. 8 Mill. Erythrocyten. 

Der Fermentgehalt dieser Erythrocytenlésungen ist deutlich gegeniiber dem- 
jenigen des Serums erhéht. Regelmafig wird am starksten l-AG aufgespalten, 
dann folgen l-GA und I-LG. Von den d-Komponenten der Racemate wird 
d-AG sehr hoch, d-GA und d-LG nur in geringem Mae hydrolysiert. 
Quantitative Unterschiede gegeniiber der Norm lassen sich vor allem am 
Substrat d-AG herausstellen. So finden wir hohe S paltungswerte beider Kom- 
ponenten durch Erythrocytenausziige von Kranken mit starkeren Infekten, 
Entziindungsprozessen sowie vor allem von Krebskranken und einer lym- 
phatischen Leukdmie. Gegeniiber der Norm erniedrigt waren die Werte 
nur bei einer Agranulocytose sowie einem rapid verlaufenden Bron- 
chialearcinom. Im Zusammenhang mit friiheren Beobachtungen (MERTEN 
und HerKEN, MERTEN und Scumitz [20], MERTEN und STARKE |[7}) 
méchten wir diese Erhdhung bzw. Erniedrigung als Abwehrreaktion des 
Organismus ansprechen, ahnlich, wie wir auch Steigerungen und Ver- 
ringerungen unspezifischer und spezifischer proteolytischer Fermente im 
13 
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Sinne ABDERHALDENS beim kranken Menschen beobachten konnten. 
Gegeniiber 1-AG wird die 1-Komponente des LG, wenn auch schwacher, 
fast immer angegriffen, am starksten auch hier bei Infektionskranken 
(Pneumonien, Lungentuberkulosen, toxischen Diphtherien) sowie ausge 
sprochen bei Krebskranken. Auch die Fermentaktivitaét der Erythrocyten 
aus dem Blut einer Perniciosa (Blutungsanamie) ist gegeniiber der Norm 
erhéht. Bemerkenswert ist bei auBerordentlich hoher Spaltung der l-Kom 
ponente simtlicher Racemate die fehlende Hydrolyse der d-Komponente 
bei der schon erwahnten Agranulocytose. Fiir die 1-GA- und d-GA 
Spaltung gilt ungefaihr dasselbe wie beim LG. Die Versuche sind in 
Tabelle 1 wiedergegeben. 

Die Leukocyten wurden nach der Methode von SciLLarp [16] aus dem 
Blut von Menschen isoliert und Glycerinausziige hergestellt. Ein quantita. 
tiver Vergleich der wenigen Versuche, deren Fortfiihrung zeitbedingt unter- 
brochen werden muBte, ist schon deshalb erschwert bzw. unmédglich, da 
nach der Isolierung nur selten geniigend Material aus menschlichem Blut 
vorlag, um in Vorversuchen die optimale Fermentmenge festzustellen. Die 
in Tabelle 2 wiedergegebenen Falie zeigen grundsitzlich in Uberein- 
stimmung mit den Untersuchungen anderer Autoren (s. oben), daf l-Dipepti- 
dasen in Leukocyten und Lymphocyten enthalten sind. Dagegen konnte 
eine d-polypeptidspaltende Wirkung nur in den Lymphocyten aus dem 
Blut einer lymphatischen Leukdmie sowie in den Zellen von Pleura- 
und Bauchfliissigkeit festgestellt werden; in letzteren waren Beimengungen 
von Erythrocyten enthalten. Es war leider nicht méglich, Blut: einer un- 
behandelten myeloischen Leukimie und damit eine héhere Konzentration 
von Zellen der myeloischen Reihe auf ihren Polypeptidasengehalt zu 
untersuchen. 

Um nun festzustellen, ob es sich bei den Veranderungen d-peptid- 
spaltender Fermente im Blut um eine Reaktion gegen kérperfremdes oder 
kérpereigenes EiweiB im Sinne einer Abwehr-Reaktion handelt, haben wir 
bei Kaninchen die Wirkung verschiedener EiweiSkorper, die parenteral zu- 
gefiihrt wurden, sowie die Wirkung intravital freigesetzten kérpereigenen 
EiweiBes (aus Niere und Muskel) verfolgt. 

Wir haben bereits friiher bei Kaninchen nach Unterbindung einer 
Nierenarterie als Folge der hierdurch verursachten Kolliquationsnekrose 
wiahrend der Resorptionsvorgange eine deutliche Steigerung der Hydrolyse 
samtlicher Untersuchten d-Tripeptide nachweisen kénnen (HERKEN, MeEr- 
TEN und Scumitz [21]).Auch hier wurde am starksten d-AGG gespalten, 
wesentlich geringer d-VGG, d-Aminobutyryl-glycyl-glycin und d-LGG. 
Trotzdem konnte in diesen Versuchen die Steigerung einer d-Polypeptid- 
Hydrolyse nicht unbedingt als Abwehrreaktion gedeutet werden, da es 
sich auch um eine einfache Ausschwemmung dieser Fermente aus dem Ge- 
webe handeln konnte. 
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Wir berichten zundchst iiber die Verteilung der d-polypeptidspaltenden 
Wirkung im Blut auf Plasma und Formelemente bei nicht vorbehandelten 
Tieren (Kaninchen). 

Die Untersuchungen zeigen folgende Ergebnisse: 
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om Tabelle 1. Hydrolyse der l- und d-Komponenten racemischer Dipeptide durch 


haemolysierte Erythrocyten aus menschlichem Blut. 





Leucy|-glycin Alanyl-glycin Glycyl-alanin 
* 1- d- lL | 4d- 1- d- 

Diagnose +Mn | + Co + Co 

0,2 2,5 0,05 0,625 0,1 2,5 





Erythrocyten, haemolysierte 


EIA ok koe a Ke a 0,84 

.Normalfall . . . 3,40 

. Grippéser Infekt (in der Rekon- 

valeszenz) . SMe tia) ee weve 
Beoachiskiooen rage tes 17,6 

. Bronchopneumonie mit Hers- 

suffizienz . . . ese. PRO 

. Crouppése Preumonie eo 16,6 

. Pleuritis bei Tbe. -Lungenherd. 58,5 

. Tuberkuléses Lungenfiltrat mit 

Streuung . . Soh eat eae 

. Exsudativ cav. Phthise Gigs 9,6 

. Exs. cav. Phthise (ante exitum) | 8,4 

. Toxische Diphtherie . . . . . | 33,7 

. Toxische Diphtherie . . . . . [12,8 

3. Toxische Diphtherie . . . . ~ | 43,5 

. VerschluBikterus (Stein) . . . | 67,4 

tid - . Diabetes mellitus . ... . . |46,6 
oder . Rectum-Ca.. .. . 45,0 
. Gallenblasen-Ca. mit Netameta- 
stasen und VerschluBikterus . . | 36,0 
. Pankreas-Ca. ante exitum nach 
langerem Krankheitsverlauf . . ; 90,4 
. Bronchial-Ca. ante exitum nach 
rapidem Krankheitsverlauf . . |94,5 5, 29,6 
. Blutungsanamie ....... 2 6 7 49,6 
. Pernizidse Andmie. .... . $ 2 , 42,7 
. Agranulocytose ....... 3 ; 9,3 


wir 
zu- 


Erythrocyten-Glycerinextrakt 

23. Apoplexie ‘ 

24. Bronchopneumonie 

25. Crouppése Pneumonie 

26. Crouppése Pneumonie . 
. Lymphatische Leukamie 











1 Angewandte Enzymmenge. 
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Tabelle 2. Hydrolyse der l- und d-Komponenten racemischer Dipeptide du 
Glycerinextrakie aus weihen Blutkirperchen. 





Trok- Leucyl-glycin Alanyl-glycin Glycyl-alani: 
ken- , ; 
Isoliert aus gewicht Be - - - 1- d 

pro 4 +C 
ecm pee 9 0, A 2,5 





Blut: 


. Apoplexie Leukoc. 9500 
geringe Linksverschiebung 
. Crouppése Pneumonie, 
Leukoc. 15000 mit toxisch., 
Granulierung der Poly- 
nuclearen aie yes 
3. Pleuraempyem, 70% Lym- 
PROCYON a 
. Blut, Lymphatische Leu- 
kamie, 100% Lymphoc. . f ,0 | 100,0 | 100,0 














1.d-AG und d-LG werden ohne Zusatz eines Metallaktivators weder 
durch Plasma noch durch Formelemente abgebaut. 

2.d-AG wird auch nach Zusatz des optimalen Aktivators Co durch 
Plasma nur in geringem Umfange gespalten, dagegen durch Blutkérper 
chen in kurzer Zeit zu 100%. d-LG zeigt nach Zusatz von Co durch Plasm: 
im Durchschnitt eine Hydrolyse von etwa 20 bis 30%, maximal bis zu 
60,2%, wobei gréBere Schwankungen zwischen den einzelnen Versuchs- 
tieren und beim gleichen Tier auftreten. Die Spaltungswerte durch Blut- 
kérperchen liegen etwas niedriger. Auch hier finden sich gréBere Schwan 
kungen. 

3. d-AGG wird durch Plasma nicht oder nur in geringem Umfange hy 
drolysiert, dagegen durch Blutkérperchen bis zu 62,5%. d-LGG zeigt keine 
Spaltung durch Plasma, geringe durch Blutkérperchen. 

In einigen Fallen wurde auch d-VGG untersucht, aber keine Hydrolyse 
gefunden. 

Die untersuchten d-Dipeptidasen sind also normalerweise im Blut 
nicht in aktivem Zustand nachweisbar, dagegen in Blutkérperchen uni 
zum Teil auch im Plasma durch Co aktivierbar. 

Demgegeniiber findet man die d-AGG-spaltende Aminopolypeptidas: 
anscheinend fast vollaktiv in den Formelementen, in Spuren auch im 
Plasma, wahrend die d-LGG-spaltende Tripeptidase in beiden nicht, ode 
nur in sehr geringem Umfangé nachweisbar ist. 

Soweit gréBere Schwankungen in den Hydrolysewerten vorliegen, wird 
es schwer sein, die Wirkung irgendwelcher MaBnahmen im Tierexperiment 
eindeutig zu charakterisieren. Die Ergebnisse zwingen daher bei der Aus 
wertung zum Teil dazu, die Veranderungen bei dem jeweiligen Versuchs 
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fabelle 3. Hydrolyse von d-AG und d-LG, d-AGG, ad-LGG und d-VGG durch 
das Blut unbehandelter Tiere. 





Durch Plasma Durch Formelemente 


d-AG + Co | d-LG + Co d-AGG d-LG+Co; d-AGG 


o 0 0 or or 
40 ° 10 oO o 
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Versuchstier i04 | 10,3 | @ 

9,5 7,2 
Versuchstier 105 11,6 1 | 14,4 
21,6 | 8,5 








1) Nicht untersucht. 


tier getrennt zu betrachten, z. T. muB auf eine Auswertung ganz verzich- 
tet werden. 

Es folgen Versuche iiber Verdnderungen der Hydrolyse nach subkutaner 
Injektion von EiweiBtrockenpulvern (Eiereiweis als unspezifischer Eiweip- 
kérper [Ei-S], LeberorganeiweiB als OrganeiweiB [Mensch] [Leber-S] 
sowie TuberkelbazilleneiweiB [Tbhe-S] als spezifisches BakterieneiweiB). 

Alle wasserléslichen EiweiBabbauprodukte, wie Peptone und Amino- 
sauren, ferner die Salze wurden durch sorgfaltiges Waschen vorher ent- 
fernt, mit der BEHRENS-FEULGENschen Miihle die KorngréBe der Eiweif- 
pulver weitestgehend verfeinert unter gleichzeitiger vollkommener Entfet- 
tung mit Benzol und volligem AufschluB der Zellverbande und -struktur. 
Es wurden jeweils 10 mg in RrinGer-Lésung suspendiert unter die Riicken- 
haut injiziert. 

Wahrend der vierwéchigen Beobachtung nach der Injektion lieB sich 
eine Hydrolyse von d-AG und d-LG ohne Aktivator weder durch Plasma 
noch durch Formelemente feststellen. Bei Zusatz des Metallaktivators Co 
werden beide Dipeptide durch Plasma deutlich nur nach Injektion yon 
Tbe-EiweiB abgebaut, d-AG erreicht bereits vor der Behandlung unter 
Aktivierung in den Formelementen stets eine 100%ige Spaltung. Die 
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Hydrolyse von d-LG durch Blutkérperchen steigert sich unter Aktivierun¢ 
auch nach Injektion von Eiklar, besonders stark aber nach Injektion yon 
Tbe-EiweiB. 

Von den Tripeptiden wird d-AGG durch Plasma nach Injektion von Leber 
eiweiB bis zu 11,8% (Ausgangswert 7,2%), von EiereiweiB bis zu 15,1", 
(Ausgangswert 8,5°,) sowie von Tbe-EiweiB bis zu 24,2% (Ausgangswert 
11,1%) bzw. 18,3% (Ausgangswert 0%) hydrolysiert. Die Spaltungswerte 
in den Blutkérperchen schwanken fiir eine Auswertung zu stark. Von den 
iibrigen Tripeptiden wird d-VGG nicht, d-LGG durch Formelemente in 
geringem Umfange gespalten. 

Wir sehen also eine deutliche Wirkung auf die Hydrolyse von d-Di- und 
Tripeptiden nach der Injektion von denaturierten EiweiBkérpern, die als A) 
wehrfermentwirkung gegen das artfremde EiweiB gedeutet werden kann, da 
diese EiweiBkorper selbst keine eigenen Fermente mehr enthalten. Bemerkens 
wert erscheint die besonders starke Steigerung nach Injektion von The-Eiweif, 
wahrscheinlich eine Folge der auBerordentlich hohen Tuberkulinwirkung 
dieser Trockenpulver. An der Injektionsstelle bilden sich die schon in 
friiheren Untersuchungen von Emit ABDERHALDEN und RUDOLF ABDER 
HALDEN nachgewiesenen Reaktionsprodukte, die sich bei histologischer 
Untersuchung als Tuberkuloide herausstellten. 


Tabelle 4. Hydrolyse von d-AG und d-LG, d-AGG und d-VGG sowie d-GGL 
nach subkutaner Injektion von Eiweiftrockenpulvern. 
(1omg Evereiweif.) 





Durch Plasma Durch Formelemente 
d-AG | d-LG@ a-LG a = 
+Co | +o d-AG + Co d-AGG d-LGG 


0 oy of 


d-AGG 


° | oO | ° 
10 /o 70 70 





Tier 72 | | 
Vo doiny, 6: | @ 33,6 
n. d. Inj. | 
S Sek. pe ota | 43,2 
DR a ite | 8,8 | 29,6 
|S, ee | ae 40,0 


Tier 105 
eID 55 } 8,5 | °28,7 
n. d. Inj. | 

LS as, Sane 1 | 15,1 21,6 54,0 
>), Oe, NE 27,4 12,5 33,2 37,0 


29.3. - + 22,1 | 7,2 35:3 44,0 | 
1) Nicht untersucht. 








Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, entsteht bei Kaninchen 72 eine leichte Erhéhung 
der Hydrolyse von d-AG unter Zusatz des Metallaktivators Co nach der Injektion 
von EiereiweifB, die auch nach 4 Wochen den Normalwert noch nicht wieder er- 
reicht hat, 
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Von den Tripeptiden wird d-AGG sowohl von .Kaninchen 72 wie 105 durch 
Plasma nach der Injektion in erhdhtem Mabe gespalten, in den Formelementen 
ist auch unter Beriicksichtigung der groben Schwankungsbreite eine gesteigerte 
Hydrolyse erkennbar. 


Tabelle 5. Spaltung nach Injektion von 10 mg LeberorganeiweiB (Mensch). 





Durch Plasma Durch Formelemente 


d-LG aT d-LG 
+ Co d-AGG + Co 
% | o 


d-AGG d-LGG 





Tier 101 
v. d. Inj. . 
n. d. Inj. 
10. 3. 
17.3, 
24. 3. 
31. 3. 
Tier 104 
Wile dO, 22 .: 955 
n. d. Inj. 
SE eros 7,6 f @ 
Ale eS 12,0 8,1 
a eee 7,6 D 
BB BOTS 10,3 a) 
1) Nicht untersucht. 








Nach der Injektion von LeberorganeiweiB lassen nur die Spaltungswerte von 
d-AG durch Plasma des Kaninchen 101 in Anwesenheit des Metallaktivators 
eine deutliche Steigerung erkennen. 


Tabelle 6. Spaltung nach Injektion von tomg Tbc-Eiweif. 





Durch Plasma Durch Formelemente 

d-AG d-LG 7 , | d-LG one 

rt Co + Co d-AGG d-AG 4 Co d-AGG 
o % 0 o 0 9 





Tier 102 
5 eC) “ 
n. d. Inj. 

5. 3. 
12. 3. 
19. 3. 
26. 3. 
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1) Nicht untersucht. 











194 RicHarp MERTEN: 


Tabelle 6 zeigt eine deutliche Erhéhung der Spaltungsbereitschaft nach 
jektion von Tbc-EiweiB, die nach 4 Wochen die Norm meist noch nicht erre: 
hat. Wahrend die Hydrolysewerte im Plasma gleich nach der Injektion zum 7: 
erheblich ansteigen, kommt es bei den Formelementen zunachst zu einer \\ 
minderung der Werte. 

Ergianzend zu diesen Untersuchungen seien Ergebnisse mitgeteilt, die \ 
nach Unterbindung einer Nierenarterie und des zugehérigen Ureters \\\ 
einem Kaninchen erhielten, wobei nun auch Dipeptide zur Priifung benut/: 
wurden, wahrend in friiheren Versuchen nur Tripeptide verwandt word 
waren. Im Verlauf der Resorptionsvorginge kommt es zu einem deutlich«: 
Anstieg der durch Co aktivierten d-Dipeptidasen im Plasma (fiir d-AG yon 
8,2% auf 32,6% in der dritten Woche), und auch durch Formelement: 
wird die d-LG-Hydrolyse nach Co-Zusatz erhdht, ist jedoch gréBere: 
Schwankungen unterworfen. Entsprechend den fritheren Untersuchungen 
findet d-AGG sowohl durch Plasma als auch durch Blutkérperchen einen 
stirkeren Abbau (Steigerung im Plasma von 0% auf 15,2%, in den Blut 
kérperchen von 30,9% auf 42,4%). d-LGG wird nicht angegriffen (Tab. 7). 
Ahnliches Verhalten zeigt ein anderes Tier nach Muskelquetschung (Tab. 8). 
Tabelle 7. Hydrolyse von d-AG und d-LG, d-AGG, d-LGG und d-VGG bei 

Zerfall kirpereigener Eiweife (nach einseitiger Nierenunterbindung). 





Durch Plasma Durch Formelemente 


10 4 d-LG 
Stel aos | eet ane | 
° | °o | 0, 
o | o | 0 0 } o o 


d-AG | 4-LG 
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Tier 74 
v. d. Operat. . 8,2 19,0 i) 
n. d. Operat. 
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23,9 | 15,2 11,4 : 17,4 
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Tabelle 8. Spaltung nach Muskelquetschung. 





Durch Plasma Durch Formelemente 


aig | 846 | aace | aac | TS | gage | aoc 


o d o ° o 





Tier 55 
v. d. Operat. . a) 
n. d. Operat. 
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1) Nicht untersucht. 
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Versuchsteil. 
1. Isolierung der Erythrocyten., 


Zur Isolierung der Erythrocyten wird Citratblut bis zum Absetzen der Blut- 
kérperchen im Eisschrank aufbewahrt, die tiberstehende Plasma- und Leuko- 
cytenschicht vorsichtig abgesaugt, die ibriggebliebenen Zellen werden 3-4mal 
mit RinGER-Lésung aufgenommen, 10 Min. bei 1000 U/min. zentrifugiert, und 
wieder wird vorsichtig die iiberstehende Plasma- und Leukocytenschicht ab- 
gesaugt. Die letzte Waschfliissigkeit muB farblos sein. 

Nach dem letzten Absaugen wird mit dem gleichen Volumen einer 0,05 n Am- 
moniaklésung hamolysiert, nachdem vorher in einer Verdiinnung mit gleichen 
Teilen R1nGER-Lésung in einer Probe die Erythrocytenzahl /ecm bestimmt worden 
ist. Das py dieser Lésung war etwa 8,2. In einigen Fallen wurden auch Glycerin- 


extrakte hergestellt, indem die Zellsuspension mit 50° igem Glycerin (87% mit 


Phosphatpuffer von p,, 7,8 verdiinnt) im Verhaltnis 1: 3 versetzt und 48 Stun- 


den im Eisschrank extrahiert wird unter 6fterem Umschiitteln. Dann wird bei 
7000 U/min. 30 Min. zentrifugiert und die klare Extraktionsfliissigkeit auf ihre 
Fermentaktivitat gepriift. py, des Glycerinextraktes etwa 7,6. 

Zur Untersuchung der Formelemente im menschlichen Blut wurden diese 
sofort nach der Entnahme vom Plasma mit der Zentrifuge abgetrennt, zweimal 
mit RinGer-Lésung ausgewaschen und mit einer kleinen Menge 0,05 n Ammoniak 
hamolysiert. Es wurde dann mit Pufferlésung py 7,8 auf die Ausgangsmenge 
aufgefiillt. 1 ml dieser Lésung enthielt etwa 8 Mill. Ery. 


2. Lsolierung der Leukocyten. 


Nach der Methode von SziLtarp: Das durch Venenpunktion erhaltene Blut 
wird sofort durch Schiitteln in einem sterilen GefaB mit Glasperlen defibriniert 
und durch mehrere Lagen sterilen Mulls filtriert. Zu je 10 ml] Blut JaBt man 
dann in einem Becherglas 15 ml] einer Essigsaure-Weinsaure-Mischung langsam 
unter Schiitteln zuflieBen und nach Haemolyse (etwa 2-3 Min.) eine im Vor- 
versuch ermittelte 2°%ige KOH-Lésung zur Auflésung der Zelltriimmer etwa 
2 Min. einwirken. Die noch klare Lésung wird bei 1000-1500 U/min. 3 Min. 
lang zentrifugiert. Man erhalt ein weiBes Sediment von Leukocyten, das nach 
Absaugen der iiberstehenden Fliissigkeit noch 1-2mal mit RinGer-Lésung kurz 
ausgewaschen wird. — Die Saéuremischung wird aus 4 Teilen einer 2,5 °% igen 
Essigsaure, 1 Teil einer 2%igen d-, |-Weinsaure hergestellt. Vor jeder Isolierung 
wird die zur Neutralisierung von 15 ml Sauremischung notwendige Menge 
2° iger KOH durch Titration gegen Phenolphtalein als Indikator ermittelt und 
noch 1-1,5 ml KOH zuziiglich zur Auflésung der Zelltriimmer zugerechnet. — 
Das Sediment aus 25m] Blut wird in Ringer-Losung (ad 5 ml) suspendiert, zu 
1 ml] dieser Lésung werden 0,14 ml Essigester zugegeben und nach 10 Min. 
2,86 ml destilliertes Wasser zugefiigt. Nach 34 Stunden wird mit 0,5 ml einer 
0,1 n Ammoniaklésung neutralisiert (s. bei WILLSTATTER, BAMANN u. RHODE- 
WALD, Z. physiol. Chem. 188, 1930). 


3. Im Versuchsansatz. 
Von 10,0 ml sind 2,5 ml einer 1/;)9 m_ Polypeptidlésung (entsprechend 
einer Endkonzentration von '/4)m), die auf ein p,, von 7,8 mit n Natronlauge 


eingestellt ist, 0,2—2,5 ml Enzymlésung (die je nach dem zu hydrolysierenden 
Peptid schwankt und ebenfalls in etwa auf das oben genannte p,, gebracht 
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wird), im Bedarfsfall 1,0 ml einer ?/,9)m Cobalt- oder Mangan Lésung, ad 10, 
aqua dest. Die angewandte Enzymmenge muBte sich zunachst nach dem vor- 
handenen Ausgangsmaterial richten, wurde dann aber nach den Erfahrungey, 
die wir mit friiheren Enzymlésungen (Organausziige) gemacht hatten, gewihit 


Zusammenfassung. 

d-Peptidspaltende Fermente wurden auBer im Serum und Plasma auch 

in den Formelementen nachgewiesen. Eine besonders hohe Wirksamkeit 

zeigten Lésungen hamolysierter Erythrocyten von Kranken mit starkeren 

Infekten, Entziindungsprozessen und Karcinomen, sowie von Lympho- 

cyten, die aus dem Blut einer lymphatischen Leukaemie und einem be 
sonders lymphocytenhaltigen Pleuraempyem isoliert wurden. 

Bereits in fritheren Untersuchungen wurde im Plasma eine gegeniiber 
der Norm deutlich erhéhte d-Polypeptid-Spaltung, vor allem von d-Alany]| 
glycyl-glycin, in geringerem MaBe auch von d-Leucyl-glycyl-glycin ge- 
funden. In den vorliegenden Versuchsergebnissen wurde auch das d, 
1-Alanylglycin in beiden Komponenten am starksten hydrolysiert, schwa- 
cher 1-Glycyl-alanin und 1-Leucyl-glycin, geringfiigig d-Glycyl-Alanin und 
d-Leucyl-glycin. 

Um zu klaren, inwieweit den Amino- und Dipeptidasen bei Abwehr- 
reaktionen gegen endogene oder exogene Schadigungen eine Bedeutung 
zukommt, wurde nun entsprechend den ABDERHALDENschen Modell- 
versuchen zur Erzeugung von Abwehrproteinasen beim Tier die d-poly- 
peptidatische Wirkung im Blut, und zwar im Plasma und in den Form- 
elementen nach subkutaner Injektion koagulierter feinpulverisierter Ei- 
weiBkérper (Eier-, Leberorgan- und Tbc-EiweiB) sowie nach Freistellung 
von Organeiweif (Nieren- bzw. Muskeleiweif) verfolgt. 

Znachst zeigte sich beim gesunden, unbehandelten Versuchstier (Kanin- 
chen) ohne Zusatz eines Metallaktivators keine Spaltung von d-Alany]l- 
glycin und d-Leucylglycin durch Plasma oder Formelemente. Erst nach 
Zugabe des optimalen Metallaktivators Kobalt wird d-Alanylglycin durch 
Plasma in geringem Umfange, durch Blutkérperchen aber immer zu 100°, 
hydrolysiert. Die Spaltung von d-Leucylglycin durch Plasma ist ebenfalls 
in Gegenwart von Kobalt im Durchschnitt etwa um 20-30%, maximal bis 
zu 60% bei gréBeren Schwankungswerten erhoht, die Spaltungswerte durch 
Formelemente liegen etwas niedriger. Von den Tripeptiden wird d-Alanyl- 
glycyl-glycin bestenfalls bis zu 62%, d-Leucyl-glycyl-glycin nicht oder sehr 
geringfiigig gespalten. Die untersuchten d-Dipeptidasen sind also nor- 
malerweise im Blut nicht in aktivem Zustande, dagegen wohl nach Metall- 

aktivierung nachweisbar (,,natiirliche“‘ Wirksamkeit). Demgegeniiber findet 
sich die d-Alanyl-glycyl-glycin-spaltende Aminopolypeptidase anscheinend 
in vollaktivem Zustande in den Formelementen, in Spuren auch im Plasma, 
wie es scheint vollaktiv, da ein Aktivator fiir d-tripeptidspaltende Fermente 
bisher nicht gefunden wurde. 
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Nach subkutaner Injektion von Eiklar als unspezifisches EiweiB, Leber- 
eiweiB als OrganeiweiB und TuberkelbacilleneiweiS als spezifisches Bak- 
terieneiwei® zeigt sich eine deutliche Steigerung der Hydrolyse von d-Di- 
und Tripeptiden, worin wir eine Abwehrreaktion gegen artfremdes EiweiB 
erblicken, das selbst keine Fermente mehr enthilt. Besonders deutlich ist 
die Wirksamkeitssteigerung nach Injektion von Tuberkelbacilleneiwei, 
die durch die auf erordentlich hohe Tuberkulinwirkung dieser Trocken- 
pulver erklarbar ist. 

Nach Unterbindung einer Nierenarterie und des dazugehérenden Ure- 
ters entsteht im Laufe der Resorptionsvorgange keine Verinderung der 
,natiirlichen“’ Wirkung, dagegen ist die durch Co aktivierbare d-dipepti- 
datische Wirkung im Plasma in den ersten 3 Wochen nach der Injektion 
deutlich erhéht (fiir d-Alanylglycin von 8,2 auf 32,6% angestiegen), wah- 
rend die d-Leucylglycinhydrolyse sich nicht verindert. Die Spaltung durch 
Formelemente, gegeniiber d-Alanyl-glycin normalerweise schon sehr hoch 
(bis zu 100%), greift nun auch auf d-Leucylglycin iiber. d-Alanyl-glycyl- 
glycin wird friiheren Untersuchungen (HERKEN, MERTEN und Scumirz) 
entsprechend sowohl durch Plasma als auch durch Blutkérperchen starker 
gespalten. Ahnliche Ergebnisse fanden wir nach Muskelquetschung. 
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( Eingegangen am 30. Dezember 1946.) 





Bei Untersuchungen iiber das Auftreten proteolytischer Abwehrfe: 
mente im Harn dient der Tierversuch allgemein zur Priifung der Spezifitui 
der Abwehrreaktionen gegen das parenteral injizierte Eiwei8 und damit 
gleichzeitig zur Differenzierung von EiweiBkorpern. E. ABDERHALDEN [1 
hat beim Kaninchen, das meist als Versuchstier verwandt wird, immer 
auBerordentlich spezifische Abbaureaktionen erhalten, d.h. es konnten 
nur gegen das injizierte Eiwei® eingestellte Abwehrfermente im Harn 
gefunden werden. Die gleiche spezifische Reaktion wird erhalten, wenn 
hochmolekulare Peptone verwandt werden [2]. Nur in wenigen Fallen, 
so nach Injektion gréBerer Mengen koagulierter EiweiBk6érper oder nach 
mehrmaliger Wiederholung der Injektion wurde ein Durchbrechen 
dieser Spezifitat beobachtet [3]. E. ABDERHALDEN spricht auch 
von einem Ubergreifen der A.-R. auf andere Substrate und glaubt, in solchen 
‘Fallen auf das Vorliegen strukturell verwandter EiweiBkérper schlieBen zu 
kénnen. Neben Eiwei®kérpern, die in seinen Versuchen immer spezifisch 
abgebaut werden wie Krebs- und BakterieneiweiB, gibt es auch solche, 
die regelmaBig angegriffen werden. Hierzu gehért Kasein, Fibrin, Edestin, 
Kiirbissameneiwei8 sowie Eiklar. 

ti Gegeniiber diesen Versuchsergebnissen muftem wir nun feststeilen, dati 
durch die von ABDERHALDEN zum Nachweis der Abwehrfermente ange- 
gebenen Suspensionen der Harn-Acetonniederschlage auch  strukture// 
sicherlich nicht einheitliche EiweiBkérper abgebaut werden kénnen wi 
KrebseiweiB, BakterieneiweiB, Organeiweif, wenn auch quantitativ Unter 


* Die Versuche wurden zusammen mit Tuaniscn, H. u. W. JAcer (Inaug.- 
Diss. 1945), Kéln, mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschatt 
durchgefiihrt. 
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shiede bestehen [4]. Dies tritt im Tierversuch, wie bereits erwahnt, nach 
Injektionen gréBerer EiweiBmengen ein, aber auch nach einer Bluttrans- 
fusion, einer Réntgenbestrahlung, vor allem aber bei vielen Krank- 
heitsprozessen. [5] 

Hier wie dort kann der die Abwehrreaktion auslésende Reiz zu stark 
sein, indem es zu einem Einbruch gréBerer Mengen von kérperfremdem 
oder kérpereigenem, aber blutfremden EiweiB ins Blut kommt. Oder 
aber es kommt zu einer Summation kleinerer Reize, die nun zuniachst 
zu einer Bildung sehr streng spezifischer Abwehrvorginge, dariiber hin- 
aus aber auch zu unspezifischen Reaktionen fiihren kénnen, d. h. zu 
Reaktionen, die immer zu finden sind, wenn der KOrper sich gegen eine 
Schidigung wehrt. Vor allem mu beim Tier wie beim Menschen mit 
einer verschiedenen Reaktionsbreite gerechnet werden. So werden wir 
nach jedem Reiz im proteolytischen Fermentsystem neben einer verstark- 
ten Ausscheidung spezifischer Abwehrproteinasen immer auch mit einer 
Vermehrung unspezifischer Proteinasen rechnen miissen. Wir konnten 
nachweisen, daB in solchen Fallen im Harn eine tryptische Proteinase 
neben den Abwehrfermenten auftritt, die im neutralen und schwach 
alkalischen Bereich alle EiweiSkérper anzugreifen vermag [6]. DaB 
Trypsin im Harn vor allem von Kranken, zu finden ist, ist uns schon 
aus anderen Arbeiten bekannt [7]. Das Harn-Trypsin lat sich quantitativ 
mit etwa der 3-sfachen Menge Aceton oder Methanol ausfillen. Jedoch 
geniigt vielfach schon die von ABDERHALDEN zur Anreicherung der Ab- 
wehrfermente vorgeschlagene Fallung mit gleichen Mengen Aceton, um 
bis zu 50% und mehr des nachweisbaren Gesamttrypsins niederzuschlagen. 
Das bedeutet also, daB wir oft einen ,,unspezifischen’* Ausfall der A.-R. 
finden kénnen, wenn wir eine groBe Anzahl von Eiweifsubstraten auf ihre 
Angreifbarkeit priifen. Das bedeutet weiter, daB in dem bisher gefiihrten 
Nachweis von Abwehrfermenten eine Differenzierung zwischen der unspezi- 
fischtryptischen und der spezifischen Abwehrfermentwirkung stattfinden muB. 
Eine Trennung der beiden Fermentwirkungen erscheint bei dem ahnlichen 
Charakter der beiden Proteinasen auBerordentlich schwierig. Dagegen 
ware eine /naktivierung des Trypsins mit dem von Scumitz [8] aus Rinder- 
blut gewonnenen Trypsin-Hemmungskérper oder auch mit dem von 
NortHrop [9] aus Pankreas isolierten Hemmungskérper méglich. Ein 
anderer Weg, den Abbau quantitativ und die spezifische Wirkung im Gesamt- 
abbau erkennbar zu gestalten, wurde von uns vorgeschlagen [6]. 

Die vorliegenden Versuche sollen nun innerhalb dieser Fragestellung 
unter den von uns ausgearbeiteten Versuchsbedingungen einen Beitrag 
dazu liefern, ob 

1. der Kérper in der Lage ist, gegen ganz spezifisch strukturierte Eiweip- 
kérper wie BakterieneiweiB, und zwar Di- und The-EiweiB auch spezifisch zu 
erfassende Abwehrreaktionen im proteolytischen Fermentsystem auszuldsen, 
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2. welche Bedeutung hierbei den Bakterien-Toxinen zukommt, 
3. Inwieweit die Antigen-Antikorperreaktion mit der A.-R. identisch isi. 


Das Vorliegen streng spezifischer Reaktionen wurde fiir eine Reihe yon 
Bakterien bereits gezeigt, und zwar fiir den Tuberkel-Bazillus und seine 
verschiedenen Arten (von E. ABDERHALDEN und U. MINGazint [10], 
RupoLr ABDERHALDEN [11] und Emr ABDERHALDEN [12}) fiir die Bak- 
terien der Typhus-Paratyphus und Enteritis-Gruppe (von RupoLr AppeEr- 
HALDEN [11]), fiir den Influenza-Bazillus (von R. ABDERHALDEN und A. 
KARIES [13]) sowie fiir den Scharlach- und Nichtscharlachstreptokokkus 
(von R. ABDERHALDEN [14]). In allen diesen Versuchen wurde die Mikro- 
Methode angewandt. Wir haben mit der gleichen Methode bereits friiher 
das Auftreten von Abwehrfermenten gegen den Tuberkel-Bazillus im 
Tierversuch sowie bei Menschen, die an einer aktiven Tuberkulose er 
krankten, bestatigen kénnen (BoosFELD [15], Dot [4], MERTEN [4)). 

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse iiber die Wirkung von Di- und 
Tbe-Eiwei8 (s. Abbildung 1-3) an 18 Versuchstieren, die mit einer von 
uns angegebenen quantitativen Methode erhalten wurden, und von denen 
wir nur einige in Kurven mitteilen kénnen, lassen nun erkennen, daB 


1. das injizierte Bakterien-Substrat immer quantitativ am starksten ab 
gebaut wird und der Abbau meist um das 2~3fache hoher als der des 
nicht injizierten Bakterien-Substrates liegt. 


2. daB das nicht injizierte Bakterien-Substrat sowie das EiereiweiB und 
die OrganeiweiB-Substrate ebenfalls abgebaut werden, und zwar vielfach 
schon, wenn auch gering, vom Harn des unbehandelten Versuchstieres ; 
der Abbau ist jedoch gegeniiber dem des injizierten Bakterien-Substrates 
gering, bewegt sich oft auch in gleicher Hohe und 1aBt damit die Wirkung 
des unspezifischen Trypsins erkennen. 


3. Die Abwehr-Reaktion tritt meist schon in den ersten Tagen nach der 
Injektion auf, der Héhepunkt liegt jedoch erst am Ende der ersten bzw. 
der zweiten Woche, wahrend in der dritten Woche ein Absinken der Ab- 
bauwerte eintritt, die am Ende der dritten Woche bzw. in der vierten 
wieder zur Norm zuriickkehren. Im allgemeinen wird das _ injizierte 
Bakterien-Substrat nicht nur quantitativ am starksten, sondern auch zeit- 
lich am langsten abgebaut. 


Wir kénnen hieraus schlieBen, daB beim Eindringen von Bakterien ins 
Gewebe bzw. ins Blut stets spezifische Abwehrproteinasen gebildet werden, 
daB es jedoch immer auch zu einer Vermehrung unspezifischer eiweiBspalten- 
der Fermente kommt (Trypsin). Das zugefiihrte Bakterien-EiweiB ist 
zweifellos: groBenmaBig unphysiologisch, jedoch wird von diesem Bakte- 
rieneiweiBdepot zunachst ja nur eine kleine Menge fortlaufend abgebaut 
und kommt zur Resorption. 
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Welche Bedeutung kommt nun bei diesen Abwehrvorgéngen der Toxin- 
Wirkung zu? 
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Abb. 1. Der Abbau von Bakterien-, Organ- (Kaninchenleber) und Eier-Eiweifi durch Harnaceton- 
niederschlage eines nicht behandelten Kaninchens. 
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Abb. 2 u. 3. Der Abbau derselben Substrate nach subcutaner Injektion von 5 mg Tbc.- oder 
Di.-Bazilleneiweis. 








Zur Klarung dieser Frage haben wir im Tierversuch die Wirkung von 
Alt-Tuberkulin Bayer sowie eines gereinigten Roh-Diphterie-Toxins der 
Behringwerke verfolgt. Alt-Tuberkulin enthalt, aus Kulturen humaner 
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Tuberkel-Bazillen gewonnen, neben den von den Bakterien in das Kult 

medium abgegebenen toxischen Produkten auch die Bakterienleiber, «. 
unterscheidet sich in seinem Toxin-Gehalt erheblich von dem des oly 

benutzten Tuberkel-EiweiBes. Der Stickstoff-Gehalt des Toxins ist hoher «/, 
der des Tuberkel-Eiweifes. 1 ccm der Ausgangslésung enthalt 17,4 my 
N. Es kamen in den verschiedenen Versuchen EiweiBmengen mit eine: 
N-Gehalt von 17,4, 1,74 bzw. 0,17 mg zur Verwendung, wahrend der 
Stickstoff-Gehalt des oben verwandten Tuberkel-Bazillen-EiweiBes (5 my) 
etwa 0,5 mg entsprach. Das gereinigte Roh-Diphterie-Toxin enthalt ebe: 

falls noch geringe Beimengungen aus dem Kulturmedium. Der N-Geha!! 
in 1 ccm der unverdiinnten Lésung betrug 0,84 mg. Die héchste verwandt 
Dosis, die an 3 Tagen subkutan injiziert, den Tod der Tiere am 9.-10. Tag 


Kaninchen 0,3 ccm einer Verdiinnung von 1:1000. Der Stickstoff-Gehali 

der verwandten Di--Toxinmengen war also sehr gering (Bruchteile von y \). 

Es wurde auch in diesen Versuchen an insgesamt 24 Tieren neben der 

vollen Dosis ein Zehntel bzw. ein Hundertstel dieser Dosis verabfolgt und 

19. (Tuberkulin) ihre Wirkung verfolgt. Die Ergebnisse, von denen nur einigé 

Abb. (4u. 5) hier gebracht werden kénnen, lassen sich nun 
folgendermaBen zusammenfassen. 


__ alm (Oi-Rohtoxin) 
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Abb. 4 u. 5. Der Abbau derselben Substrate nach subcutaner Injektion von 1 g Tuberkulin. 
Bayer bzw. der Dosis letalis minima eines gereinigten Di.-Rohtoxins der Behringwerke. 


1. Die A.-R. gegen das parenteral injizierte Toxin ist schon sehr stark 
in den ersten Tagen nachzuweisen. Dabei zeigt sich eine gewisse Abhangig 
keit von der injizierten Toxin-Menge. Bei Verwendung kleinerer Toxin 
mengen ist der erzielte Abbau der verwandten Bakterien-Substrate zw: 
geringer, die Unterschiede sind quantitativ jedoch zum Teil gréBer. 





ehalt 
rN). 
der 
und 
nige 
nun 


Abwehrfermentreaktionen gegen BakterieneiweiB und Bakterientoxin. 203 


2. Die starkste Reaktion erfolgte nach Injektion von 1 g Tuberkulin 
sowie nach Injektion der d.l.m. des Diphtherie-Toxins. Bei letzterem 
wurden Abbauwerte des Diphtherie-Substrates gefunden, die um das 
4-sfache hdher lagen als der des Tuberkel- und Organ-Substrates. 

3. In allen Fallen wurden auch das nicht injizierte Bakterien-Substrat 
sowie Eier- und Organ-Eiweif abgebaut. 

4. Wurde die Toxin-Menge iiber mehrere Tage verteilt, so wurde eine 
linger anhaltende Abwehrreaktion gefunden. In den meisten Fallen kam 
es jedoch auch hier am 7.-8. Tag zu einem Absinken der Abwehrreaktionen, 
auch dann, wenn noch weitere Toxin-Mengen zugefiihrt wurden. 

Beruht nun bei diesen Versuchensmit Diphtherie-Toxinen der oft auBer- 
ordentlich groBe Abbau des Diphtherie-Eiweifes, (d.h. die Bildung sehr 
spezifischer Abwehrproteinasen) auf einer Reaktion gegen das mengen- 
mapig nur sehr geringe EiweiB oder kommt der Giftwirkung, die meist 
am 3.-4. Tage bereits das Allgemeinbefinden deutlich beeinfluBte, eine 
gréBere Rolle zu? Hierzu war es notwendig, die Wirkung einer letalen 
Toxin-Dosis mit der Wirkung einer gleichen Menge des Formolentgifteten 
Toxins (Toxoid) zu vergleichen. Die Abb. 6u.7. zeigen, daB durch die 


, 48 Std. bei 37°AIM = (Di.-Rohtoxin) 


dim (Formoltoxoid) 
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Abb. 6. Der Abbau derselben Substrate nach Injektion der Dosis letalis minima eines 
Di.-Rohtoxins, das 48 Std. bei 37° aufbewahrt wurde, sowie der Versuch in Abb. 7 mit 
dem Formoltoxoid dergleichen Toxinlésung. 


Formolbehandlung das Toxin seinen EinfluB auf die Abwehrferment- 
wirkung fast vdllig verliert. Es war nur eine geringe Erhédhung im Ab- 
bau samtlicher Substrate ohne wesentliche Unterschiede festzustellen. 
Die Reaktion auf das nicht vergiftete, aber ebenso behandelte Toxin 
unterschied sich gegeniiber den Versuchen mit den bei 0° aufbewahrten 
Roh-Toxin darin, daB die Abwehrfermentwirkung nicht nach dem 3.-5. 
Tag abfiel, sondern bis zum Tode der Tiere erhalten blieb. Das Toxin 
hat durch die Formolbehandlung also nicht nur seine Giftigkeit, sondern 
auch seine Abwehrfermentwirkung verloren. Dagegen erleidet bekanntlich die 
antigene Wirkung bei dieser Formolbehandlung nur geringe Verluste. 
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RicHaArp Merten: Abwehrfermentreaktionen. 


Zusammenfassung. 


Im Tierversuch konnten eindeutige quantitative Unterschiede zwischen 
den gegen BakterieneiweiB aus Tuberkel- und Diphtherie-Bazillen gv 
bildeten Abwehrproteinasen nachgewiesen werden. Der gleichzeitige Al) 
bau des nicht injizierten BakterieneiweiBes sowie von Organ- und Eier- 
eiweiB liegt wesentlich tiefer und wird durch die Anwesenheit einer try) 
tischen Proteinase im Harn (Harn-Trypsin) hervorgerufen. Starkere Ab 
wehrreaktionen werden bei Verwendung der entsprechenden Toxine 
(Alttuberkulin-Bayer, sowie ein gereinigtes Roh-Diphtherie-Toxin der 
Behringwerke) beobachtet. Auch ‘nach Injektion kleiner Toxinmengen 
mit sehr geringen EiweiBmengen (y N) treten deutliche quantitativ er- 
faBbare Abwehr-Reaktionen auf. Dabei kommt der Toxinwirkung fiir den 
Ablauf der A.-R. eine wesentlichere Bedeutung als der EiweiBwirkung zu, 
da ein mit Formol entgiftetes Toxin (Formoltoxoid), dessen antigene 
Wirkung bei dieser Behandlung nur geringe Verluste erleidet, keine Ab- 
wehrproteinase-Reaktion mehr hervorruft. Die Versuche lassen nicht nur 
die Bedeutung der A.-R. bei allen Infektionen erkennen, sondern zeigen 
auch, daB die Antigen-Antikérper-Reaktion nicht mit der A.-R. iden- 
tisch ist. 
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Lipasestudien. 
Von 
HERMANN STEUDEL. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 12. November 1946.) 


Um sich leicht und rasch iiber die Verdaulichkeit von Lebensmitteln zu 
orientieren, unabhangig von einem Stoffwechselversuch am Tier oder 
Menschen, ist von mir die Methode der kiinstlichen Verdauung eingefiihrt 
worden. An zahlreichen Untersuchungen hat sie sich immer wieder bewahrt. 
Sie gibt ein klares Bild vom Verhalten der EiweiSkérper und Kohlen- 
hydrate gegeniiber den normalen Verdauungssaften des Darmtractus und 
mit ihrer Hilfe kann man ferner wertvolle Anhaltspunkte dafiir gewinnen, 
inwieweit die Vorginge im Darm auf die secernierten Verdauungssafte 
kommen und wieviel der Einwirkung der Bakterien zuzuschreiben ist. Die 
Ausnutzbarkeit ist im wesentlichen im kiinstlichen Verdauungsversuch 
ebenso groB gefunden worden, wie im Stoffwechselversuch. Wo das 
nicht der Fall war, lag es daran, daB man im Stoffwechselversuch nicht die 
Garungs- und Faulnisvorginge abtrennen konnte. Aber diese liefern Pro- 
dukte, deren physiologische Wirkung eine andere ist als die der Verdauungs- 
produkte, die im Stoffwechselversuch aber nicht als besondere GréBen er- 
faBt werden kénnen. 

Die Methode [1] besteht im wesentlichen darin, das man einen passenden 
Teil des Untersuchungsmaterials zuerst einer 48stiindigen Einwirkung von 
1 Liter Pepsinsalzsdure (0,5 g Pepsin DAB6 + 8ccm konzentrierter Salzsaure 
auf 1.000) bei einer Temperatur von 35-37° im Brutschrank unter haufigem Um- 
schiitteln aussetzt. Nach dieser Zeit wird die Verdauungslésung vom Riickstande 
zuerst durch vorsichtiges Dekantieren, dann durch Zentrifugieren abgetrennt 
und der Riickstand so lange mit Wasser gewaschen, bis die saure Reaktion auf 
Lackmus verschwunden ist. Jetzt wird der Riickstand in 1 Liter Toluolwasser 
aufgeschwemmt, dem 0,05 g Diastase zugesetzt worden ist, und soviel Soda, 
daB die Lésung gegen Phenolphthalein schwach rosa gefarbt ist. Nachdem die 
Lésung wieder 48 Stunden im Brutschrank gestanden hat, wird das Ungeléste 
wieder abgetrennt und der Rest mit einem Liter Pankreatinlésung (z. B. 0,4 g 
Pankreatin Kahlbaum + 2 g Soda auf 1.000) 48 Stunden bei 37° weiter verdaut. 
Es setzt sich bei diesen Versuchen wahrend des ruhigen Stehens ein gréberer 
Bodensatz und dariiber ein auBerst zartes Mehl ab. Jetzt wird zuerst dekantiert, 
dann zentrifugiert und der Riickstand im Zentrifugenglas mit immer erneuten 
Mengen von Alkohol und zum Schlu8 mit Ather getrocknet, bis die Substanz 


~ [1] Z. exp. Med. 95, 581 (1935). 


14* 

















206 HERMANN STEUDEL: 


beim Trocknen bei Zimmertemperatur zu einem feinen, lockeren Pulver zerf:\|: 
Die Menge dieses Pulvers wird festgestellt und in ihr, in gleicher Weise wie 
dem Ausgangsmaterial der Gehalt an Wasser, Asche, Stickstoff und der Brein- 
wert bestimmt. Die Differenz gibt das Verdauliche an und die Zahlen stehen villig 
im Einklang mit den im Stoffwechselversuch erhaltenen. Etwaige Unterschiede 
erklaren sich aus der Wirkung der Darmfaulnis und der Garung. 

Auf die Fette lieB sich die Methode der kiinstlichen Verdauung nich: 
ohne weiteres anwenden, hier muBten erst neue Wege eingeschlagen wer 
den, um zum Ziele zu gelangen. Die bisherigen Methoden zur Bestimmung 
der Lipasewirkung hatten sich saimtlich als unzulanglich erwiesen, sic 
lieferten deswegen unbefriedigende Resultate, weil die Fermentwirkung 
immer sehr bald durch die freigewordenen Fettsiuren zum Stillstand ge 
bracht wurde. Erst als es gelungen war, die gebildeten Fettsauren auf ein 
fache Weise aus der Verdauungslésung zu entfernen und so die Ferment- 
wirkung wieder in Gang zu bringen, so daB das Fett véllig aufgespalten 
werden konnte [1], konnte man auch daran denken, die Verdaulichkeit der 
Fette mit in den Kreis der Untersuchungen zu ziehen. Es war dies um so 
wichtiger, als mittlerweile gerade Fragen aufgetaucht waren, die fiir unsere 
Anschauungen tiber den Abbau und den Nahrwert der Fette von grund 
legender. Bedeutung waren. 


Unsere natiirlichen Fette sind aus Fettséuren aufgebaut, die samtlich 
eine gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen besitzen, und deswegen bewegen 
sich simtliche Betrachtungen iiber die Physiologie der Fette auch auf dem 
Gebiete des Verhaltens dieser Fettsiuren und ihrer Abbauprodukte im 
K6rper. Als nun aber unsere Lebensmittel um Fettsauren und Fette be- 
reichert wurden, die man durch Einwirkung auf Kohlenwasserstoffe er 
halten hatte und deren Fettsduren eine ungerade Anzahl von Kohlenstoff. 
atomen besaBen, muBten vor allen Dingen viele Fragen iiber das Ver- 
halten solcher Fette im Stoffwechsel geklart werden, ehe diese kiinstlichen 
Fette ganz allgemein als Nahrungsmittel empfohlen werden konnten. 


Es wurden mit den synthetischen Fetten die iiblichen Fiitterungsver 
suche angestellt [2], und als sich die véllige Vertretbarkeit dieser Fette 
an Stelle der natiirlichen Fette ergeben hatte, wurde sowohl im Einze! 
versuch wie in der Massenverpflegung ein Teil der natiirlichen Fette durch 
synthetische ersetzt oder zusitzlich zu den natiirlichen Fetten synthetische 
Produkte den Speisen zugesetzt. Solche Versuche muBten sich aber iiber 
einen langeren Zeitraum erstrecken, wenn man sicher sein wollte, dali 
wirklich keine schadlichen Folgen bei der Zufuhr solcher Fette eintreten. 


[1] Hoenne: Z. exp. Med. 101, 143 (1937); StEuDEL: diese Zeitschr. 263, 231 
(1933); 269, 375 (1934). 

[2] Diese Versuche sind von FL6ssner und unter seiner Leitung von einem 
groBen Stabe von Mitarbeitern ausgefiihrt worden. Ihre Ergebnisse findet mai 
zusammengefaBt in Aufsatzen, die in der Zeitschrift ,, Die Ernahrung‘‘, Verlag 
von J. A. Barta, Leipzig, veréffentlicht worden sind. 
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Um nun aber schnell eine Entscheidung tiber die Giite und den Wert eines 
synthetischen Fettes treffen zu kénnen, war nichts geeigneter als die Me- 
thode der kiinstlichen Verdauung; denn man konnte voraussetzen, daB die 
synthetischen Produkte im Stoffwechsel ebenso aufgespalten wiirden wie 
die natiirlichen, wenn sie in gleicher Weise im Verdauungsversuch wie die 
natiirlichen angegriffen wiirden. Bei den EiweiBkérpern und Kohlehydraten 
hatte sich ja eine weitgehende Ubereinstimmung der Resultate des Stoff- 
wechselversuchs und des Verdauungsversuchs ergeben. Es lieB sich leicht 
feststellen, ob und in welchem Umfang die Fette gespalten wurden und 
ferner konnte man die entstandenen Fettsdéuren ohne Schwierigkeit iso- 
lieren und qualitativ und quantitativ bestimmen. 


Methode der kiinstlichen Verdauung von Fetten [1 | 


Das Prinzip der Methode besteht darin, die Einwirkung der Lipase auf 
die Fette bei Gegenwart von Calciumlactat vor sich gehen zu lassen. Wenn 
man von Zeit zu Zeit die durch die abgespaltenen Fettsauren sauer ge- 
wordene Lésung mit N/2 NaOH neutralisiert, so fallen die Fettsduren als 
unlésliche Calciumsalze aus, an ihrer Stelle befindet sich milchsaures 
Natrium in Lésung und dieses ist kein Hindernis fiir die nun wieder von 
neuem einsetzende Lipasewirkung. Zum Schlu®B kann man auf diese 
Weise eine véllige Spaltung der Fette erzielen. Liegt einem daran, die ent- 
standenen Fettsauren naher zu charakterisieren, so bietet es keine Schwie- 
rigkeit, sie quantitativ aus dem Calciumniederschlag zu isolieren und zu be- 
stimmen. 

Die folgende Versuchsanordnung hat sich nach einer langen Reihe von 
Vorversuchen als zweckmaBig erwiesen und sich im Laufe der Jahre 
immer wieder bewahrt. 

In 200 ccm heiBem Wasser werden 50 g Calciumlactat gelést. Nach vélligem 
Erkalten werden davon 20ccm in eine weithalsige Pulverflasche mit einge- 
schliffenem Glasst6épsel zu 200-250 ccm Inhalt abgemessen. Dazu kommen eine 
halbe bis eine ganze feinpulverisierte Tablette eines guten Lipasepraparates 
(Pankreaspraparates), 0,2 g Thymol, 2-3 Tropfen einer alkoholischen Phenol- 
phthaleinlésung mit 5 g des zu untersuchenden Fettes. Hat sich alles gelést, gibt 
man 0,25 g gereinigte Rindergalle hinzu, fiillt mit 50 ccm Wasser auf und bringt 
durch Schiitteln alles in feine Verteilung. Eine besondere Emulgierung ist nicht 
notig, sie wiirde auch sehr bald durch die Lipasewirkung zerstért werden Man 
darf die Galle nur als letztes Ingredienz zusetzen, weil sie, besonders wenn man 
sie zu der noch warmen Calciumlactatlésung bringt, leicht ausflockt, die Lipase 
mit sich reiBt und den Fermentansatz unwirksam macht. Es hat sich ferner ge- 
zeigt, daB nur Rindergalle eine giinstige Einwirkung auf die Lipase hat, ein Zu- 
satz von gereinigter Schweinegalle kann die Fermentlésung unwirksam machen. 
Worauf dieser Unterschied beruht, konnte bisher noch nicht untersucht werden. 

Von solchermaBen vorbereiteten Flaschchen setzt man zweckmabig eines oder 
zwei mit Butter oder Olivenél als Testsubstanzen an, in die iibrigen bringt man 


[1] Steupen: Z. exp..Med. 108, 403 (1940). 





208 HERMANN STEUDEL: 


das oder die zu untersuchenden Fette. Samtliche Flaschchen kommen. n den 
Brutschrank, der auf 37° eingestellt ist. Die Spaltung der Fette beginnt sofor: 
und es entsteht die Frage, in welchen Zeitraumen soll man die entstehenden Fett- 
sduren neutralisieren. Hier hat es sich nun als zweckmaBig erwiesen, die ‘[/- 
tration in 24stiindigen Intervallen vorzunehmen. Dann ist in 6-7 Tagen das Na- 
turfett (Butter oder Olivendl) véllig aufgespalten und es gibt einen Mafistab fiir 
die mehr oder weniger gute Spaltbarkeit der Kunstfette. Bei der Titration mit 
N/2 Natronlauge entsteht ein weiBer, schwerer Niederschlag der Calciumseifey, 
der sich leicht absetzt. Man titriert auf schwache Rosafarbung; bei einigem 
Stehen verschwindet die Farbung wieder, weil sich durch die erneut einsetzende 
Lipasewirkung neue freie Fettsauren bilden. 

Man lasse sich dadurch nicht stéren, denn diese Sdure wird durch die niachst- 
folgende Titration ja mit Sicherheit erfaBt werden. Am Ende des Versuches nach 
7 Tagen steht in den Flaschchen, die das Naturfett enthalten, eine wasserklare 
Fliissigkeit, die keine Spur Fett mehr enthilt, tiber dem schneeweiBen, schweren 
Niederschlage der Kalkseifen. Damit ist der Versuch beendet. Der Zusatz von 
Thymol reicht aus, um wahrend dieser Zeit die Faulnis zu verhindern. LaBt man 
die Flaschchen langer im Brutschrank stehen, so bilden sich weitere Sduren, die 
aber der Zersetzung der aus dem Lipasepraparate stammenden EiweiSkérper 
ihren Ursprung verdanken und nichts mit der Fettspaltung zu tun haben. 


Zur Illustration mége folgender Versuch dienen: In das Flaschchen 
Nr. I kamen am 23. 9. 1942 zur Untersuchung 5 g Olivendl, in Nr. II 5 ¢ 
synthetischen Fettes. Zur Titration sind N/z Natronlauge verbraucht: 
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1,1 ccm 3,7 ccm 


zusammen: 33,7 ccm 24,4 ccm 


Die Berechnung des Resultates ist sehr einfach: 5 g Olivenél brauchen zur 

.Neutralisation der bei vélliger Spaltung entstandenen Fettsaéuren 33,3 ccm 
N/2 NaOH. Im Versuch ist also das Olivendl vllig aufgespalten. Setzt man 
dies gleich 100, so betragt die Spaltung des Kunstfettes 73,4. Es ist also 
nur zu 73,4% des Naturfettes verdaulich, d. h. es ist langsamer verdaulich. 
Im Kérper wird es natiirlich, wie der Stoffwechselversuch zeigt, vollig 
abgebaut, nur um den hier gefundenen Betrag langsamer. 


Mathematische Formulierung der Lipasewirkung. 


Die immer wieder beobachteten gleichmaBigen Resultate der Spaltung 
der Naturfette lieB die Frage entstehen, ob doch nicht eine mathematische 
Formulierung des Vorganges méglich sei. Die bisherigen Bemiihungen 
auf diesem Gebiete hatten freilich wenig befriedigende Resultate ergeben 
und bestanden meist in der Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit, 
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die nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechnet wurde. 
Als Grundlage dafiir wurde die Bestimmung der Menge der Reaktions- 
produkte benutzt, da aber die Reaktion bei einer gewissen Menge von Fett- 
siuren tiberhaupt zum Stillstand kommt, so war der Spielraum fiir eine 
solche Berechnung nicht sehr groB. Anders wird die Lage, wenn man die 
Mengen des noch verbliebenen Fettes bestimmt. Man erhalt dann statt 
einer ansteigenden eine fallende Kurve, die bei einer 100% Spaltung prak- 
tisch die Abszissenachse erreicht. Es zeigte sich nun bei der Durchrechnung 
der Versuchszahlen, daB die Abnahme der Spaltung der Menge des noch ver- 
hliebenen Fettes, die ja immer kleiner wird, proportional ist. Dies entspricht 


aber dem aus der Physik wohlbekannten ,,Abklingungsfaktor 3 F. Be- 


stimmt man hier die Zeitkonstante 7’, d. h. Zeitspanne, in der die urspriing- 
liche Menge auf den e-ten Teil, auf 0,3678 ihres urspriinglichen Wertes ab- 
genommen hat, so erhalt man, wenn man fiir ¢ die Zeiten einsetzt, in der die 
Titrationswerte erhalten worden sind, eine Reihe von Werten und eine 
Kurve, die mit den experimentell gefundenen Werten geniigend iiberein- 
stimmt unter Beriicksichtigung des Spielraums, der ja bei einem sich iiber 
7 Tage erstreckenden Versuch und den willkiirlich angesetzten Titrations- 
zeiten verhaltnismaBig groB ist. 

In dem von mir angegebenen Versuch erhalt man z. B. folgende Werte, 
berechnet auf verbrauchte ccm N/2 Natronlauge; fiir Olivendl: 


Berechnet: Gefunden: Differenz: 
13,2 10,7 — 2,5 
7,9 10,1 + 2,2 
4,6 6,1 + 1,5 
4,6 3,7 — 0,9 
1,33 2,0 + 0,7 
0,36 1,1 + 0,7 
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Es zeigt sich also, daB die Lipasewirkung auf Fette einem in der 
Natur ganz allgemein giiltigen Gesetze gehorcht. Voraussichtlich wird man 
auch fiir die anderen hydrolytischen Fermente das gleiche finden. Die 
synth. Fette unterscheiden sich hier von den Naturfetten: Auch sie werden, 
setzt man die Versuche lange genug fort, véllig aufgespalten, aber die 
Spaltung verlauft langsamer als bei den Naturfetten. Sie sind also langsamer 
verdaulich, ein Umstand, der bei ihrer Beurteilung als Nahrungsmittel 
Beriicksichtigung verdient. 


Bestimmung des Lipasegehaltes eines Fermentpraparates. 
Die Bestimmung der Wirksamkeit eines lipasehaltigen Fermentprapa- 
rates war bisher noch nicht in befriedigender Weise gelést worden. Meist 
findet man dafiir eine von WILLSTATTER [1] angegebene Methode angewandt. 


[1] Z. physiol. Chem, 125, 111 (1923). 
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Aber die vorgeschlagene Berechnung gilt immer nur fiir das eine Prapari, 
an dem die Vergleichskurve gewonnen worden ist. Andere Ferm: 

praparate geben andere Kurven, die der von WILLSTATTER verOffentlicht:» 
Kurve nicht entsprechen [1]. Unter Zugrundelegung der von mir jetzt «ui 

gestellten neuen Formulierung 1aBt sich aber eine allgemeingiiltige |}, 

stimmung der Wirksamkeit eines Lipasepraparates leicht durchfiihren, 
Setzt man die vdllige Spaltung von 5 g Olivendl in 7 Tagen gleich 100 |. 
Einheiten, so kann man darauf die an einer gleichen Menge Oliven(| 
gefundenen Spaltungsgr6éBen beziehen und gewinnt auf diese Weise einc 
zahlenmaBigen und immer wieder leicht reproduzierbaren Ausdruck fiir 
die Wirksamkeit eines Praparates (schwachere Praparate kleiner als 100 
starkere gréBer als 100 L-Einheiten). 

Die Bestimmungen und der Verlauf der Spaltung ist im vorliegenden 
Falle erméglicht, weil sich durch die neue Methode die Spaltungsprodukt: 
(die Fettsduren) leicht und elegant aus der Versuchslésung herausscha ffen 
lassen. Bei den Eiwei$kérpern und Kohlehydraten fehlt uns bisher ein 
solche Méglichkeit. Ware sie vorhanden, so wiirde man sicher auch fest- 
stellen kénnen, daB die in Frage kommenden Fermente den gleichen (x 
setzen gehorchen wie die Lipasen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode der kiinstlichen Verdauung von Fetten |» 
schrieben, mit der es méglich ist, die Verdaulichkeit von Fetten quantitati\ 
zu bestimmen. 


2. Die Methode eignet sich auch dazu, den Wirkungsgrad von Lipa. 
praparaten in Einheiten quantitativ anzugeben. 


3. Endlich wird eine mathematische Formulierung der Spaltung von 
Fetten durch Lipase gegeben (Abklingungsfaktor). 


[1] Streupet, H.: diese Zeitschr. 263, 231 (1933); 269, 175 (1934). 
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Zur Biochemie der Schilddriisenfunktion. 


VI. Mitteilung®*: 
Uber den EinfluB des Vitamins C auf thyroxinbehandelte Kaulquappen. 
Von 
FRIEDRICH HUTER. 


(Aus dem Forschungsinstitut fiir Chemotherapie ,,Georg-Speyer-Haus”’ 
Frankfurt a. M., Direktor: Geh. Med.-Rat Prof. Dr. R. Otto). 


Mit 3 Abbildungen im Text. 
(Eingegangen am 14. Dezember 1946.) 


An verschiedenen Saugetieren erhobene Befunde deuten auf irgendeine 
Beziehung der Ascorbinsiiure zum Schilddriisenhormon hin. 

So nahmen THappea und Scuarsacu [1] auf Grund von Meerschweinchen- 
versuchen einen Antagonismus zwischen Schilddriisenfunktion und Vitamin-C- 
Haushalt an. Auch bei Raéten, die mit groBen Dosen von Vitamin C gefiittert 
wurden, verminderte sich die gasstoffwechselsteigernde Eigenschaft des Thyro- 
xins, wahrend dagegen diese mit kleinen Ascorbinsauregaben noch anstieg [2]. 
Ferner wurde am Kaninchen die durch einseitige Mehlfiitterung hervorgerufene 
Schilddriisenveranderung bei Vitamin-C-Verabreichung beseitigt, wie TH. Wac- 
NER-JAUREGG und F. Hurer zeigten [3]. 

Dagegen fanden ScHROEDER und DorMANN [4] im Fiitterungsversuch an 
thyroxinbehandelten Wasserbewohnern (Rana-Kaulquappen) das C-Vita- 
min unwirksam. Es schien eigenartig, daB das Vitamin C bei der durch 
Thyroxin beschleunigungsfahigen Froschlarvenmetamorphose eine Reak- 
tion nicht auslésen sollte. Daher war die Ausfiihrung neuer biologischer 
Versuchsreihen mit Amphibienlarven zur Klarstellung, ob die Ascorbin- 
sdure auf Thyroxin irgendwie wirke oder nicht, angebracht. Die Wirksam- 
keit des‘C-Faktors an Kaulquappen wurde von uns unter anderen Versuchs- 
bedingungen untersucht, als sie von den beiden zuletzt genannten Autoren 
gewahlt wurden. Wir bedienten uns dabei der von B. Romets [5] weiter 
ausgebauten GUTERNATSCHschen Metamorphose-Reaktion. 


* V. Mitteil.: Hirer, F.: Z. Naturforsch. 2b, 19 (1947). 

[1] THADDEA, S. u. F. Scuarsacu: diese Zeitschr. 305, 109 (1940). 

{2] Krerrmatr, H.: Arch. exp. Pathol. u. Pharmakol. 176, 326 (1934). 

{3] Z. Naturforsch. 1, 392 (1946). 

[4] Scuroeper, H. u. F. Dormann: Endokrinologie: 17, 145 (1936). 

[5] ABDERHALDEN, E.: Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Abt. V 
Teil 3 A, S. 491 (1923). 
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IrieDRIcH HUTER: 
Zunachst wurden einige orientierende Versuche hinsichtlich der Zerstérung des 
C-Vitamins in verschiedenen Medien vorgenommen, was fiir unsere weitere | 1- 
tersuchung wertvoll war. Trinkwasser wird wohl stets mehr oder weniger Schwer- 
metallionen (Fe, Mn und Cu) enthalten, welche die Oxydation des empfind- 
lichen Vitamins C beschleunigen. Deshalb zogen wir bidestilliertes Wasser und 
eine physiologische Lésung, die fiir Amphibienlarven bestimmt war, zum Ver- 
gleich mit Trinkwasser in bezug auf ihr Oxydationsvermégen gegeniiber Ascor- 
binsaure heran. Tab. 1 gibt uns Auskunft iiber die Oxydation des C-Vitamins 
in Trinkwasser, bidest. Wasser und Frosch- Ringerlésung ; daneben enthielt letztere 
noch einen Thyroxinzusatz (von 1 mg im }), 


Tabelle 1. Abhdngigkeit der Ascorbinsdure-Oxydation vom wafrigen Lésungs- 
mittel bet Zimmertemperatur. 





Einwirkungsdauer 25 mg Vitamin C in 0,5 1 Medium 
es é . 
: A Leitungswasser Ringerlésung {2} 
—— {1} bidest. Wasser | Ringerlésung plus 0,5 mg 


Thyroxin [3] 











oO gef.: 24,50 mg[4] | 24,50 24,50 24,50 
6 11 20,59 24,50 23,76 
18 3,96 8,71 23 22,90 
24 0,79 (3% 8,32 (33%) 22 (88%) | 15,84 (63% 


Nach 24 Std. waren im Trinkwasser etwa 3%, in bidest. Wasser nahezu 33°, 
in Ringerlésung 88% und in Thyroxin enthaltender Ringerlésung ungefahr 63”, 
Ascorbinsaure unangegriffen geblieben. Die aufgetretene scheinbar stabilisierende 
Wirkung der Ringerlésung auf Vitamin C ist wohl auf ihren niedrigeren Sauer- 
stoffgehalt zuriickzufiihren, da der Luftsauerstoff in einer Salzlésung eine ge- 
ringere Léslichkeit als in reinem Wasser. besitzt. [5] Die Frosch-Ringerlésung 
verwendeten wir daher fiir die Haltung der Kaulquappen, die zwar SiiBwasser- 
tiere sind. Sie blieb als ein einigermafen brauchbares Medium fiir Larven auf 
Kurzversuche beschrankt. Fiir die Ausfiihrung unserer Versuche dienten einge- 
fangene Kaulquappen von gleich kraftiger Entwicklung. Die jungen Larven ein 
und derselben Froschart wurden gruppenweise unter gleichen Bedingungen auf- 
gezogen. In einem Versuchsraum mit diffusem Tageslicht standen die Zucht- 
‘schalen, worin pro Glas 10 Tiere in 11 Ringerlésung bzw. Leitungswasser lebten 
Das Wasser wurde taglich frisch ersetzt, um die Verunreinigung durch schadliche 
Stoffwechselprodukte auszuschalten. Alle Froschlarven wurden bei gewéhnlicher 
Zimmertemperatur und bei Pflanzenkost (gekochter, feingemahlener Spinat) ge- 


{1] Das Vitamin C verdanken wir der Pharmazeutischen Abtlg. der Héchster 
Farbwerke. ; 

[2] Zusammensetzung der Frosch-Ringerlésung: 6 g NaCl, 0,4 g CaCl, 0,1 g 
KCl und 0,1 g NaHCO, wurden in 11 aqua bidest. gelést (Mercks Reagen- 
zien). 

[3] Benutzt wurde synthetisches, kristallisiertes Schilddriisenhormon von 
HoFrrMANN-LA ROCHE. 

[4] Der Vitamin-C-Gehalt wurde durch Titration mit 2,6-Dichlorphenol- 
indophenol bestimmt. 

[5] Nach Mapson, L. W. kommt den Anionen der Halogensalze ein Oxy- 
dationsschutz zu (Biochem. J. (Brit.) 35, 1332 [1941)]). 
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halten. Die einzelnen Tiergruppen erhielten verschiedene chemische Substanz- 
zusatze. Da ScHROEDER und DorMANN im Froschlarvenversuch durch niedere 
Vitamin-C-Konzentrationen von 1:20000 bis 1: 400000 eine schwache Wirkung 
des Thyroxins (Verdiinnungen 1:10 000 000) weder hemmen noch beschleunigen 
konnten, wahlten wir fiir unsere Versuche eine starkere Schilddriisenhormon- 
jésung (1:1000000) und geringere Ascorbinsaureverdiinnungen (1:2000 bis 
1:20000). Die letzteren wurden taglich frisch hergestellt, denn in Wasser geléstes 
C-Vitamin wird an der Luft leicht oxydiert und verliert so an Wirksamkeit 
vgl. Tab. 1). Die Ascorbinsaure wird unmittelbar vor jedem Versuch mit ver- 
diinnter Natronlauge neutralisiert. Vom 3. Versuchstag an konnte der Thyroxin- 
effekt nach den GréBenunterschieden der Amphibienlarven und nach der Be- 
schleunigung der Metamorphose beobachtet werden. 


Die Ergebnisse der 5 Tiergruppen aus dem ersten Reihenversuch sind 
in Tab. 2 aufgefiihrt. Es war auffallend, daB die Larven der 1., 2. und 5. 
Gruppe nach fiinftagigem Versuch noch alle lebten, wahrend einige Kaul- 
quappen, welche Thyroxin bzw. Schilddriisenhormon plus Vitamin C 
zum Futter erhielten, am 4. Versuchstag schon verendet waren. Samtliche 
mit Na-Ascorbinat gefiitterten Thyroxintiere wurden in ihrer Lebens- 
weise starker als die nur in Schilddriisenhormonlésung sich befindenden 
Kaulquappen benachteiligt. Darauf deutet zunachst die etwas hdhere 
Sterblichkeitsziffer hin (4 tote Quappen gegeniiber 2 am 4. Versuchstag 
und 10 verendete Larven gegeniiber 9 am letzten Versuchstag). Thyroxin 
plus ascorbinsaures Natrium griffen somit intensiver als Schilddriisen- 
wirkstoff allein in das animalische Stoffwechselgeschehen ein und riefen 
einen verhangnisvoll erhédhten Stoffumsatz hervor. Der Grund, daf die 
Ascorbinsaure die Thyroxinwirkung nicht ausreichend abschwichte, lag 
daran, daB die Vitaminzufuhr durch das Nahrmedium erfolgte. Es lag 
ein potenzierender Effekt von Hormon und Vitamin vor. Wir nehmen an, 
daB das C-Vitamin gegeniiber dem Thyroxin eine stabilisierende Rolle spielt, 
so wie es bei dem Adrenalin der Fall ist. Uber den Deformationsgrad der 
einzelnen Gruppentiere am 5. Versuchstage gibt Abb. 1 Aufschlu8. Wie 
aus dem Bild zu ersehen ist, unterscheiden sich die Larvengruppen a und b 
erstens in der GréBe und zweitens in der Pigmentierung; die letztere ist bei 
den b-Tieren am Kopfteil heller. Der vorliegende Wachstumsschwund ist 
wohl auf das durch Ringerlésung gestérte Gleichgewicht des Mineralstoff- 
wechsels zuriickzufiihren. Erwahnenswert ist auch der Pigmentverlust, 
der mit Vitamin C behandelten Froschlarven. Dieser Vorgang ist ein an- 
schauliches Beispiel fiir die Hemmung der natiirlichen sowie der patholo- 
gischen, thyroxinbedingten Melaninbildung durch die Ascorbinsaure. Der 
Schwund der Chromatophoren natiirlichen Ursprungs ist in der Ver- 
schiebung des Redoxpotentials durch das C-Vitamin zu suchen [1]. Die 
Unterdriickung der hormonal erzeugten Pigmentansammlung durch 


[1] Auch Ben Dawes nahm an, daB bei dem Auftreten und Verschwinden des 
Melanins in der Froschhaut Oxydations- und Reduktionsvorgange Anteil haben 
(Nature [London] 1941, I, 806). 
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den C-Wirkstoff geht vermutlich genau wie bei der Apptsonschen Krank 
heit auf die Hemmung der Diphenolase zuriick [1]. Charakteristisch ‘ii: 
die Thyroxintiere des 1. Reihenversuchs war die Dampfung der Meta- 
morphose, was wir im Gegensatz zur zweiten Versuchsreihe feststellt«n, 
wo durch den Calcium-Ionengehalt der Nahrfliissigkeit die spezifisc! 
Wirkung des Thyroxins etwas beeinfluBt wurde [2]. d- und e-Tiere (Abb. 1) 


Abb.1. Alle Larven (Rana temporaria) lebten in Frosch-Ringerlésung ausgenommen die normalen 
Trinkwasserkontrolltiere a. Beide Kaulquappen c erhielten zusatzlich Vitamin C, Gruppe d Thyroxin 
und e Thyroxin + C-Vitamin. (Aufgenommen am 5. Versuchstage; 1,5mal vergr.). 


zeigten restlos eine ungleichmaBige Entwicklungsbeschleunigung und ein 
verschiedene Wachstumshemmung, die bei den letzteren Amphibien durch 
die Ascorbinsiure abgeschwicht war. Vergleicht man weiter das d- mit 
dem e-Paar, dann ist bei den Thyroxintieren ein Kriippelstadium festzu 
stellen, aber bei den mit Hormon und Vitamin C behandelten Larven nicht. 
Diese Tatsachen sprechen fiir die antagonistische Wirkung des C-Vitamins 
entweder hinsichtlich schadlicher Stoffwechselprodukte oder fiir eine teil 
weise Entgiftung des Thyroxin-Uberangebotes [3]. 

Die mit Ringerlésung gewonnenen Effekte der ersten Versuchsreihe 
veranlaBten uns eine zweite auszufiihren, welche beziiglich Stoffkonzen 
tration und Nahrfliissigkeit abgedndert war. 

Tab. 3 umfa8t die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe; sie sind z. |. 
durch Abb. 2 und 3 veranschaulicht. Bei Versuchsgruppe 2 auBerte sich 
die Giftwirkung des zugesetzten Thyroxins in dem bekannten, iiberstiirzten 
Entwicklungsgang der Amphibienlarven. RegelmaBig trat dabei ein 
Verklumpung und AbstoBung des sonst verstreuten Pigments in den 
Gallerthiillen und Schwanzflossen der Kaulquappen auf. In den Gruppe! 


[1] DANNEEL, RotF: Z. Naturforsch. 1, 87 (1946). 

[2] Zonpek, H. u. T. Reirer beobachteten schon die Abhangigkeit der Ho: 
monwirkung von den Ca- und K-Kationen. Klin. Wschr. 1923, 1344. 

[3] Uber die entgiftende Wirkung des Vitamins C gegeniiber Schilddriise: 
hemmstoffen siehe F. Hirer: Z. Naturforsch. 1, 283 (1946). 
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versuchen 3-7 fiihrten die zusitzlichen Vitamin-C-Gaben der Schild- 
driisenhormonlésung weder zu einem erhéhten Wachstum noch zur Be- 
schleunigung der Metamorphose. Die Lebensfahigkeit der Larven wurde 


Abb. 2. Samtliche Kaulquappen befanden sich in Trinkwasser. Beide Larven a sind mit Na- 
Ascorbinat, diejenigen daneben b mit Thyroxin + VitaminC und die bei d nur mit Schilddriisen- 
hormon gefiittert. Kontrollgruppe c. (Aufgenommen am 4. Versuchstage; 1,5 mal vergr.). 


durch die scheinbare synergistische Wirkung der Ascorbinsaure herabgesetzt. 
Dies zeigten besonders unsere Versuchsgruppen 4-7. Abb. 3 gibt die 
Eigenart der Versuchsablaufe graphisch wieder. Es sind die Absterbe- 
kurven der Kaulquappen, die mit einer Vitaminkonzentration (1:10000, 


1:15000 und 1:20000) in den Ver- 
such genommen waren, aufgetragen. 
Die Kurve von Tiergruppe 5 (Vit. 
C-Verdiinnung 1:10000) deckt sich 
mit den Sterbekurven der Versuchs- 
tiere, die in starker konzentrierten 
Ascorbinsaurelésungen (1: 5000 und 
1:2000) sich befanden. Der Unter- 
schied bei den einzelnen Versuchen 
mit Froschlarvengruppen auBert sich 
merklich in der Steilheit der Ab- 
sterbekurven bei verschiedenen Zeit- 
abschnitten. Die Absterbegeschwin- 
digkeit der durch Vitamin C beein- 
fluBten Thyroxintiere nimmt mit 
steigendem Ascorbinsduregehalt zu. 


5 
Versuchstage 


Abb. 3. Absterbegeschwindigkeit von Kaulquappen 
nach der Behandlung mit Thyroxin + Ascorbin- 
saure. Vitamin —- C — Konzentration: 7 —-—- 7 
1:10000; O----. ~01:15§000; x ~ ~~ x 1:20000. 


Das Vitamin C, zugleich mit Thyroxin verabreicht, erhdhte in unnatiir- 
licher Weise die Lebensprozesse und kiirzte ihren Ablauf, was durch 
die enorme Absterbegeschwindigkeit deutlich zu sehen ist. Sowohl die 
Kontroll- und Thyroxintiere als auch die nur mit der hohen Ascorbin- 
sauredosis gefiitterten Larven iiberlebten die gleichzeitig mit Hormon 
und Vitamin behandelten Kaulquappen, deshalb liegt ihre ,,Absterbe- 


















216 Frieprich Hirer: 
kurve auf der Abszissenachse. Der Aufenthalt der 10 Versuchstic: 
von Zuchtglas 8 in neutralisierter Ascorbinsaurelésung (Verd. 1: 2000) 
war ohne jeden EinfluB auf die Umwandlung der Larven. Spitestens am 
vierten Versuchstage gingen die Thyroxin fressenden Individuen, die in 
Ascorbinsdurekonzentrationen — von 1:10000 an aufwarts — lebten, ohn: 
Ausnahme zugrunde. Bemerkenswert ist, daB die hohe Dosis von 0,5 ¢ 
C-Vitamin ohne vorherige Neutralisation fiir die Froschlarven aus physi: 
logischen Griinden heraus schadlich war, wie wir an Vorversuchen fest 
stellten [1]. Vergleichen wir dann in Tab. 3 die Zahl der iiberlebenden 
Larven in Gruppe 2 (= 10) mit denen der mit Thyroxin und C-Faktor 
behandelten Quappen der Zuchtgliser 3-7 (= 6 bzw. 0), so tritt offensicht 
lich die Ascorbinséure in den angewandten Konzentrationen scheinbar 
als Aktivator des Thyroxins hervor. Auf Abb. 2 sieht man deutlich dic 
hemmende Macht des Ascorbinsdurezusatzes. Beide:Tiere (b) erscheinen 
der Gestalt nach geringer verandert als die Larven (d). Die zur selben Zeit 
mit Schilddriisenhormon und Vitamin C gefiitterten Kaulquappen weisen 
weniger dunkles Pigment als die nur in Thyroxin lebenden Froschlarven 
auf. Auch die Larven (a) in einer Lésung von ascorbinsaurem Natrium 
bieten gegeniiber den unbehandelten (c) die Anzeichen der Pigmentautf- 
hellung. Ahnliche Erscheinungen lagen bereits in der ersten Versuchs- 
reihe vor. Alle durch Na-Ascorbinat und durch den Wirkstoff der Schild 
driise beeinfluBten Amphibienlarven (b) lieferten nicht das Bild einer be- 
schleunigten Entwicklung, sondern das eines gehemmten Wachstums. 
Wir sehen im Hinblick auf die erhaltenen Ergebnisse der beiden Tier- 
versuchsreihen, daB die Ascorbinsdure in der Hauptsache einen doppelten 
Effekt herbeifiihrt: 1. hemmt das Vitamin C die Thyroxinwirkung bei der 
Kaulquappenmetamorphose, 2. verandert eine hohe Vitamin-C-Gabe die 
natiirliche Pigmentation und die pathologische Melaninballung. Nach 
alledem kann man sagen: Die Wirkung des C-Vitamins bei unserer 
biologischen Untersuchung ist wahrscheinlich z. T. darin zu sehen, daf es 
die gestérte Schilddriisenfunktion iiber die Nebennieren hinweg durch Ent- 
giftung zu normalisieren sucht. Denn bekanntlich ist die Thyreoidea mit 
anderen innersekretorischen Driisen wie den Nebennieren oder den Eier- 
stécken gekoppelt und ein Zuviel oder Zuwenig an Hormon eines dieser 
Sekretionsorgane stért das feine Zusammenspiel der hormonalen Regula- 
tion. Es muB noch an dieser Stelle erwahnt werden, daB die Ascorbinsaure 
auch den in der Leber durch das Schilddriisenhormon gesteigerten Gly- 
kogenabbau hemmt. Diese von THADDEA und Mitarbeitern tierexperimen- 
tell belegte Tatsache trifft méglicherweise fiir die beschriebenen Kaul- 


[1] Dafir ist wohl die ausgesprochene Saurenatur, die eine der beiden ,,enoll- 
schen‘‘ OH-Gruppen des C-Faktors verursacht, verantwortlich. Eine Wachstums- 
hemmung von Froschlarven bei einer Ascorbinséurekonzentration 1: 1000 be- 
obachtete schon BANERJEE, H. N.: Sci. and. Cult. 1, 780 (1936). 
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Tabelle 2. Erste Versuchsrethe. 


Versuchsbeginn: 20. 5. 46; Tiermaterial: 10 Larven von Rana temporaria pro 


Gruppe; FroschlarvengréBe: 23 mm; Rumpflange: 8 mm; Schwanzlange: 15 mm; 
Lebewasser: 1 Liter Ringerlésung fiir Kaltbliiter s. Tabelle 1. 





5. Versuchstag 
25. 5. 46 Gestalt- 
veranderung 
der Kaulquappen 


Lebewasser 3. Versuchstag 23. 5.46 4. Versuchstag 24. 5. 46 
Hormon und Gestaltveranderung ‘ Gestaltveranderung 
Vitaminzusatze der Kaulquappen der Kaulquappen 
~ 


Versuchs- 
gruppe 
Uberlebende 
Tiere 





1 Trinkwasser keine 10 keine 10 |geringartig 
Abb.1a 


Ringerlosung keine 10 teilweise 10 Pigmentaufhel- 
lung am Kopf; 
ausgebildete 
Knospen der 
hinteren Ex- 
tremitaten 
Abb. 1 b 


Ringerlésung geigenformige 8 Birnenform;lokale 1 Kriippelform; 

+17 Thyro-  Seitenkontur; dunkle Pigment- Hinterbeinan- 

xin (1:100000) schwere Atmung ablagerung; im lage; hoch- 
Kopfinnern rote gradige, De- 
Stellen formation 


Abb. 1d 


4 Ringerlésung Birnenform; 6 ‘4 Tiere Riicken-  o stark defor- 
+1y7Thyro- | Lufthunger lage; Bodenat- miert Abb. 1 e 
xin + 500 mg mung; Hinter- 

Vitamin C beine 1mmlang; 

(1:2000) Pigmentaufhel- 
lung im ganzen 
Tierkérper 


Ringerlésung seitliche Einschnii-| 10 schwache Ein- 10 geringe Form- 
| + 500 mg rung; Pigment- schniirung ; be- veranderung 
| Vitamin C aufhellung in al- ginnende Ver- Abb. 1¢ 

; (1: 2000) len Nerventeilen | kleinerung 


quappenversuche zu. Liegt nun in der Praxis bei Mensch und Tier der 
Fall einer iibersteigerten Ausschiittung von Thyroxin vor, infolgedessen 
das Aufreizen der Lebensprozesse (in unseren Experimenten durch die 
Uberdosierung hervorgerufen), so ist die Ascorbinsiure als Antagonist bei 
iibermaBiger Darbietung nicht allein iiber die Leber, sondern auch iiber die 
Nebennieren zum Abschwachen dieser Vorginge geeignet. Daher wird mit 
Recht das Vitamin C ,,als Schutzstoff‘ fiir Basedowkranke empfohlen. [1] 


{1] THappea, S.u. H. J. Runne: Z. exp. Med. 103, 283 (1938). 
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Gruppe; 


FroschlarvengréBe: 
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Tabelle 3. Zweite Versuchsrethe. 
Versuchsanfang: 27. 5. 46; Tiermaterial: 10 Larven von Rana temporaria \) 


21mm; 


Rumpflange: 7 mm; 


Schwanzline: 


14mm; Lebewasser: 1 Liter Frankfurter Trinkwasser. 





Hormon- u. 
Vitaminzusatze 


3. Versuchstag 
30. 5. 46. Gestalt- 
veranderung der 

Kaulquappen 


Uberlebende! 
Tiere 


Uberlebende 


4. Versuchstag 
31. §. 46. Gestalt- 
verdnderung der 

Kaulquappen 


Tiere 


5. Versuchstag 
1. 6. 46 Gestalt- 
veranderungen 
d .Kaulquappen 





| Kontrolle 


(1 -y Thyroxin 
(1: 1000000) 


1 -y Thyroxin 
+ 50mg 
Vitamin C 
(1: 20000) 

1 y Thyroxin 

| + 125 mg 
Vitamin C 
(1: 15000) 


|1y Thyroxin 
+ 250 mg 
Vitamin C 
(1: 10000) 


1 y Thyroxin 
+ 375 mg 
Vitamin C 
(1: 5000) 


| 10 kaum 
1 


| 10 |Beginnende 
Formverande- 
rung 


| 9 Beginnende 
| | Formverande- 
| rung 


| 9 |Linker Vorder- 
| | beinansatz; 


stummelférmig 


° 
> 
oa 
Ss 
n 
Oo 


10 |Geigenform; 
| riickgebildeter 
| Schwanz; lokale 
Pigmentablage- 
| rung Abb.2 d 


7 Geigenform; 
deutliche 
| Schwanzver- 
| kiirzung 
3 |Schwanzein- 
| schmelzung, 
| Birnenform; 
| breites Frosch- | 
| maul; Pigment- 
| schwund; 


Abb.2 b 


| 8 |Linker stummel-|. o | Froschmaul;-ver-, 


| férmiger Vor- 
| derbeinansatz 


j ‘ 


| 
{ 


| 10 |Gewellte 


Schwanzflosse; 
| 8 Tiere birnen- | 


| férmig; 1mm 
| lange Hinter- 
| beine 


| kiirzter und ver- 
| schmalerter 
Schwanz; Pig- 
| mentaufhellung 
o Starke Schwanz- 
reduktion; ge- 
ringe Pigment- 
ansammlung in 
dem dicken 
Schwanzende 


\1y Thyroxin | 8 ‘Alle Larven bir- | o ‘Starke Schwanz- 
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Vorstehende Untersuchung gewahrte einen Einblick tiber die Pigment- 
veranderung durch Ascorbinsaéure und iiber die enge Beziehung des C- 
Vitamins zum Thyreoideasystem von Kaltbliitern, die ebenfalls wie die 
Siuger unter dem EinfluB dieser Driiseneinrichtung stehen. Die von uns 
vermutete Beziehung zwischen Kaulquappenschilddriise und dem Vita- 
min C kann durch unsere sichtlich positiven Befunde mithin als sicher 
angesehen werden. 


Zusammenfassung. 


Die morphologische Entwicklung von Amphibienlarven, die mit 0,1 ~% 
Thyroxin tiberstiirzt metamorphosierten, erfuhr durch 5-50 mg% Gaben 
von Vitamin C eine Abschwachung. Beziiglich der Absterbegeschwindigkeit 
kommt es aber zu einer Verstérkung der Thyroxingiftigkeit durch C- 
Vitamin. 

Die Ascorbinsaure in neutraler Form vermag ferner an Kaulquappen, 
die in Frosch-Ringerlésung oder in Trinkwasser leben, die Pigmentation 
zu hemmen und die schadliche Wirkung eines Uberschusses von Schild- 
driisenhormon teilweise herabzusetzen. In ein- und demselben Tierorga- 
nismus ubt also der Vitamin-C-Faktor hinsichtlich Hormonbeeinflussung 
verschiedene Funktionen aus. 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 





Untersuchungen an synthetischen Glyceriden. 


II. Mitteilung:* 


Lipatische Spaltversuche an synthetischen Glyceriden mit Fettséuren 
mit 8—18 C-Atomen. 


Von 
K. E. ScHuLrTE. 


(Aus dem Institut und der Deutschen Forschungsanstalt fiir febensmittelchemic 
der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen im Januar 1945.) 


Synthetische Fettsiuren und daraus hergestellte Glyceride stehen svit 
einigen Jahren in solcher Reinheit zur, Verfiigung, daB ihre Verwendung als 
Nahrungsfette in Erwagung gezogen werden konnte. Diese Fettsaiuren 
werden ausschlieBlich durch Oxydation der Kohlenwasserstoffe des 
Fiscuer-Tropscu-Gatscues hergestellt{1]. Uber die bisherigen Erge! 
nisse der unter lebensmittelchemischer Perspektive durchgefiihrten Unter. 
suchungen wurde an anderer Stelle berichtet [2] und zusammenfassend fo! 
gende Eigenschaften der synthetischen Glyceride mitgeteilt: Die bei 31° ( 
schmelzenden und bei 25° C erstarrenden Glyceride haben im festen 71 
stande eine hellgelbe, im fliissigen eine hellbraune Farbe, besitzen bei Zim 
mertemperatur schmalzartige Konsistenz und sind fast geschmack- und 
geruchlos. Das Fettsauregemisch besteht zu beinahe gleichen Anteilen 
aus den geradzahligen und ungeradzahligen Fettsiuren von C, bis C,, 
und ungefahr 5°% Fettséuren mit héherer C-Atomzahl als 18. Die Fett 
sauren sind iiberwiegend gesiattigter Natur (JZ der Glyceride = 7,2), iiber 
die Lage der vorhandenen Doppelbindungen innerhalb der Fettsaure 
molekiile kann noch keine Aussage gemacht werden. Oxy- und Keto 
sauren, sowie Saéuren verzweigter C-Kette konnten mit den in der Fett 
chemie iiblichen Methoden nicht nachgewiesen werden. 

Voraussetzung fiir die Auswertbarkeit dieser synthetischen Glycericd 
im tierischen Organismus ist u. a. ihre Spaltbarkeit durch Lipase in Gl\ 
cerin und Fettséuren im Verdauungstraktus, und zwar wird diese hydro- 
lytische Spaltung der Fette im Magen durch die Magenlipase bei vor 
wiegend saurer Reaktion eingeleitet und dann im Darm bei meist alkali 
scher Reaktion durch die Pankreaslipase vollstindig durchgefiihrt. Au! 

* T. Mitteilung: Pharmaz. Z.halle Dtschld. 1947, im Druck. 


[1] Herstellende Firma: Deutsche Fettsdturewerke GmbH., Witten (Ruhr). 
[2] Scnutte, K, E.: Pharmaz. Z.halle Dtschld. 1947, im Druck. 
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den Verlauf dieser enzymatischen Spaltung nehmen verschiedene Stoffe, 
deren Anwesenheit durch das Substrat bzw. das Milieu bedingt ist, in 
aktivierendem und hemmendem Sinne EinfluB. Im vorliegenden Falle 
interessierten vor allem Stoffe mit hemmender Wirkung, die im Substrat, 
den synthetischen Fettséuren, als Folge der Gewinnungsweise vorkommen 
kénnen. Ihre Anwesenheit wiirde die rationelle Auswertung der Glyceride 
im tierischen Organismus in Frage stellen. 

Nach Arbeiten von S.S. WEINSTEIN und A. M. Wynne [1], sowie von 
G. PAMFIL und M. Maxi [2] sollen sich Fettséuren mit einer OH- bzw. 
C=O-Gruppe hemmend auf die lipatische Spaltung auswirken. H. Kraut, 
A. WetscHer und R. Hicet [3] konnten diese Befunde allerdings nicht 
bestatigen; sie fanden keine Hemmung der Pankreaslipase durch im Sub- 
strat in geringer Menge vorhandene Oxysauren. Die lipatischen Spalt- 
versuche dieser Forscher wurden im iibrigen an synthetischen Glyceriden 
mit Fettsduren mit 6 bis 12 C-Atomen durchgefiihrt mit dem Ergebnis, 
daB die synthetischen Glyceride durch Pankreaslipase unter physiologi- 
schen Bedingungen in vitro genau so rasch gespalten werden wis gebriauch- 
liche Nahrungsfette. 

Durch die in der Fettchemie iiblichen Untersuchungsmethoden konnten 
Oxy- und Ketoséuren in den zur Verfiigung stehenden synthetischen 
Glyceriden nicht nachgewiesen werden, allerdings ist zu beriicksichtigen, 
daB kleinere, noch physiologisch wirksame Mengen dieser Stoffe innerhalb 
der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode liegen kénnen und so nicht 
erfaBt werden. Zudem waren die Zusammensetzung und die Herkunft 
des von H. Kraut und Mitarbeiter verwendeten Fettes andere als die der 
vorliegenden synthetischen Glyceride. Aus diesem Grunde erschien es 
erforderlich, auch diese Glyceride auf ihr Verhalten bei der enzyma- 
tischen Spaltung zu untersuchen. Dabei wurde die Frage der Abhiangigkeit 
der Spaltgeschwindigkeit von der Konstitution einzelner ernahrungs- 
physiologisch erwiinschtér Fettsaéuren bzw. Glyceride nicht in diese Unter- 
suchungen mit einbezogen. Nachdem vorwiegend die Pankreaslipase 
an der Spaltung der Fette beteiligt ist, wurden fiir diese Spaltversuche 
Lipasepraparate aus Schweinepankreasdriise gewahlt. In Anlehnung an die 
Lipasestudien der WILLSTATTER-Schule [4] wurden die Versuche bei einer 
Temperatur von 30° C im System von Aktivatoren mit wechselndem py 
durchgefiihrt. Diese Methode gestattet, die Spaltung vom schwach alkali- 
schen bis in den schwach sauren Bereich zu verfolgen. Weiter wurde die 
Wirksamkeit der Pankreaslipase auf das Substrat der synthetischen Gly- 


[1] WeinsTEIN, S.S. u. A. M. Wynne: J. biol. Chem. 112, 649 (1935/36). 

{2] Pamrit, G. u. M. Maxim: Klin. Wschr. 17, 1671 (1938). 

{3] Kraut, H., A. Weiscuer u. R. Hicex: diese Zeitschr. 316, 96 (1943). 

[4] WitusTAtTeR, R., E. Watpscumipt-Leirz u. F. Memmen: Z. physiol. 
Chem. 125, 93, 132 (1923). 
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ceride im konstant alkalischen Bereich (py = 8,9) und konstant sauren 
(Py = 4,7) verfolgt. Zum Vergleich setzte man die gleichen Versuche mit 
den in der Tabelle 1 aufgefiihrten Nahrungsfetten an. Aus dieser Tabelle ; 
sind die fiir die Versuche interessierenden Konstanten dieser Fette zu er 
sehen. 


Tabelle 1. Jodzahl, Verseifungszahl, mittleres Mol.-Gewicht 
und Erstarrungspunkt der synthetischen Glyceride und einiger Nahrungsfett. 





| 
| 


Fett |  Jodzahl —_—- Verseifungszahl | anitel.. Nil. erty 


Gewicht | in 





Salatel oss eo S639 188,1 | 889 
Synth. Glyceride . . | 7:2 229,8 | 731 
Palmkernfett .../ 18,54 256.3 | 663 
Ratteriett: © a$3,3 | | 662 
geh. Sonnenblumendl 51,63 183,4 | 890 


oe YW 
oCooouw co 


Experimenteller Teil. 
Herstellung der Enzymlésung. 


Frische Schweinepankreasdriisen wurden mit Hilfe des Fleischwolfs 
zerkleinert ‘und anschlieBend zweimal mit der doppelten Volumenmenge 
Aceton zwei Stunden lang unter zeitweiligem Umschiitteln extrahiert. 
Nach dem Filtrieren behandelte man den Riickstand erneut mit einem Ge- 
misch von Aceton und Ather (1:1) und anschlieBend zweimal mit Ather 
in der gleichen Weise. Das so von Wasser und Fett weitgehend befreite 
Material wurde auf ein Filtrierpapier ausgebreitet und im Vakuum- 
exsikkator tiber festem Kaliumhydroxyd getrocknet. Das trockene Pro- 
dukt wurde in einer Kugelmiihle zu einem feinen Pulver vermahlen und 
dann anschlieBend im Verhiltnis 1:10 mit 87%igem Glycerin verrieben. 
Nach mehrstiindigem Stehen, am besten iiber Nacht, filtrierte man die 
Glycerinanreibung. Das gewonnene Filtrat ist die fiir die Spaltversuche 
geeignete Enzymlésung. 


Spaltversuche beim wechselnden p,,. 


In 150 ccm Erlenmeyerkélbchen wurden 1 ccm Pufferlésung (0,33 ccm 
n-Ammoniaklésung + 0,67 ccm n-Ammoniumchloridlésung, py = 8,9 
bei 30° C und 1/4999 Mol des zu untersuchenden Fettes in geschmolzenem 
Zustande gegeben, anschlieBend 0,2 ccm Enzymlésung und die aus der 
Tabelle 2 zu ersehenden Aktivatoren, deren Konzentration weiter unten 
angegeben ist, hinzugefiigt und der Ansatz auf 10 ccm mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt. Das Kélbchen mit Inhalt wurde anschlieBend 3 Minuten 
lang mit der Hand geschiittelt; es tritt zunachst Triibung und dann Aus- 
bildung einer milchigen Emulsion ein. Der so behandelte Ansatz wurde 
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dann 57 Minuten lang im Thermostaten bei 30° C belassen. Nach dieser 
Zeit wurde das Reaktionsgemisch mit 50 ccm Alkohol und 10 ccm Ather 
versetzt und mit n/2 alkoholischer Kalilauge gegen Thymolphthalein als 
Indikator titriert. Aus der verbrauchten Menge alkoholischer Kalilauge und 
der Verseifungszahl des Fettes laBt sich die stattgefundene Spaltung des 
Substrates in Prozenten berechnen. Die gefundenen Werte sind in der Ta- 
belle 2 zusammengestellt; es wurde jeder Ansatz doppelt durchgefihrt. 
Als aktivierende Zusatze wurden folgende Lésungen verwendet: Calcium- 
chloridlésung 2%ig, Natriumglykocholatlésung 4%ig und Albumin- 
lésung 3%ig. Von diesen Lésungen wurde in der aus den Tabellen 2, 3 
und 4 zu ersehenden Reihenfolge je 0,5 ccm zu den Ansitzen gegeben. 


Tabelle 2. Spaltversuche bei wechselndem p,,. 


Ansatz: 0,2 ccm Enzymlésung, 1 ccm Pufferlésung (pz = 8,9), !/y999 Mol. Fett, 
aktivierende Zusatze und bis 10 ccm dest. Wasser. 


(Die Spaltung der Fette ist in Prozenten angegeben.) 








wo i) to to ’ 
E 3 2 | 32 | ga28 
. g 4 4 3 | Se. | 5862 
Zusatze 3 i Bs ES yD g nb on 
N 3 og | 8 | Ste | S<3e 
Fette ¢ 63 og OBS | OB w= 
£ E 4 2 go goes 
. 8 3 2 | 82 | §nde 
“ D wn? nl Oe 
é 3 é ¢= 
ieee 6 9,8 5,8 6,8 69 | 89 
1 REESE tah eee, 5» 
4,9 10,5 | 6,8 4,6 65 | 7:5 
: : : 6,5 2,3 1,9 Cot" Gs 
Synth, Glyceride . 17 , ie : 
™ asap 2,4 7,0 2,6 2,6 68 | 6,8 


‘7 12,6 4,4 11,0 17,6: 1 2258 


Palmkernfett 
2.4: \: 1938 3,8 10,4 ee Yas wanes 

} } 
333 13,5 6,9 8,8 16,8 | 15,1 
Butterfett . y" te 68 8.5 ee eee 
‘ 2,8 | 9,5 +9 3;2 10,2 8,9 
geh. Sonnenblumen@Ol . wz | 88 par 49 in mip 


Spaltversuche bei konstant alkalischem p,, = 8,9. 


Ansatz, Reaktionszeit und -temperatur waren die gleichen wie bei dem 
ersten Versuch. Als Puffer diente 1 ccm einer Lésung von 0,33 ccm 
sn Ammoniaklésung + 0,67 ccm 5n Ammoniumchloridiésung, py = 8,9 
bei 30° C. Die Aktivatoren wurden in der gleichen Reihenfolge und Kon- 
zentration zugesetzt. Die Titration erfolgte mit 1,5 n alkoholischer Kali- 
lauge. Die gefundenen Werte fiir die enzymatische Spaltung der Fette in 
Prozenten finden sich in der folgenden Tabelle 3. 
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Tabelle 3. Spaltversuche bei konstant alkalischem py = 8,9. 
Ansatz: 2ccm Enzymlésung, 1 ccm Pufferlésung (px = 8,9), 1/4000 Mol. Fett 
aktivierende Zusatze und bis 10 ccm dest. Wasser. 
(Die Spaltung der Fette ist in Prozenten angegeben.) 





ohne Zusiatze 
0,5 ccm CaCl,-Lésung 
0,5 com 
Na-glykocholat-Lésung 
0,5 ccm 
Albumin-Lésung 
0,5 ccm CaCl,-Lésung, 
0,5 ccm Albumin- 
0,5 ccm Albumin- 
Lésung, 0,5 ccm Na- 
glykocholat-Lésung 


0,5 ccm CaCl,-Lésung, 





4,8 22,9 
3;2 24,6 


13,9 «| 22,2 
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43,3 | 53.) 


Palmkernfett ..... 75 | 5,6 | 

WS BA 
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Synth. Glyceride . 
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14,9 | 9,0 
13,2 10,1 


14,8 18,8 
14,8 | 20,3 
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Butterfett . 


a ay 
hh 


724° 3 18,5 
6,3, 6,9 17,3 


11,3. | 10,5 
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10,4 |; 11,4 
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Spaltversuche bei konstant saurem Py = 4,7. 
@ 


Diese Versuchsreihe unterscheidet sich allein in der Zusammensetzun¢ 
der Pufferlésung von den vorhergehenden Ansitzen. Als Puffer diente 
ein Natriumacetat-Essigsauregemisch (1 ccm Puffer = 0,5 ccm n/2 Essig 
saure + 0,5 ccm n/2 Natriumacetat, py = 4,7 bei 30° C). Die Titration 
der Ansitze erfolgte mit n/1o alkoholischer Kalilauge. Die gefundenen 
Werte in Prozenten sind in der nachstehenden Tabelle 4 zusammengestellt. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Vergleicht man die unter den gegebenen Bedingungen gefundenen Wert 
fiir die prozentuale Spaltung der verschiedenen Versuchsfette durch 
Pankreaslipase, so fallt auf, daB die Prozentzahlen fiir die synthetischen 
Glyceride ungefahr in der gleichen Hohe liegen wie die des gehirtete: 
Sonnenblumendls und die des als Salatél bezeichneten Fettes. Bei einige: 
Ansatzen sind jedoch erhebliche Unterschiede gefunden worden, voi 
allem gegenitiber dem zuletzt genannten Fett. Beim Palmkern- und Butte: 
fett wurde in fast allen Ansatzen eine gréBere Spaltung als bei den 3 and 
ren Fetten gefunden. Diese Unterschiede in der lipatischen Spaltung de: 
Fette unter gleichen Bedingungen sind ohne Zweifel auf die verschiede: 
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glykocholat-Lésung 
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Tabelle 4. Spaltversuche bei konstant saurem py = 4,7. 
\nsatz: 0,2 ccm Enzymlésung, 1 ccm Pufferlésung (pz = 4,7), 4/y999 Mol. 
aktivierende Zusatze und bis 10 ccm dest. Wasser. 
(Die Spaltung der Fette ist in Prozenten angegeben.) 





Zusatze 


0,5 ccm 
Lésung 


ohne Zusatze 
0,5 ccm CaCl,-Lésung 
Na-glykocholat-Lésung 
0,5 ccm CaCl,-Lésung, 
0,5sccm Albumin- 
0,5 ccm Albumin- 
Lésung, 0,5 ccm Na- 
glykocholat-Lésung 


0,5 com CaCl,-Lésung, 
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1,1 4,8 
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1,2 4,9 
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Butterfett . 
2,5 | 2,0 | 6,4 
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artige Zusammensetzung der Fettsaurekomponenten der Substrate zuriick- 
zufiihren. Das Palmkernfett und Butterfett unterscheidet sich vom ge- 
harteten Sonnenblumenél und Salatél durch einen hdheren Gehalt an 
niedermolekularen Fettsauren, wahrend die letzteren Fette gegeniiber den 
ersteren eine gréBere Jodzahl aufweisen. Allerdings sind die Unterschiede 
in der Ungesattigtheit nicht sehr groB. Auch die synthetischen Glyceride 
enthalten gréBere Mengen niedermolekularer Fettsaiuren, besitzen aber 
gleichzeitig nur eine sehr geringe Ungesattigtheit. Nun bestimmen die 
GréBe der Fettsauremolekiile und ihre Ungesattigtheit weitgehend die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Fette (z. B. Schmelzpunkt und 
Emulgierfahigkeit usw.), die wiederum fiir den Verlauf der lipatischen 
Spaltung eine nicht zu unterschaétzende Bedeutung haben. Bei Beriick- 
sichtigung dieser Unterschiede und der Tatsache, daB die Ester der nieder- 
molekularen Fettsauren unter gleichen Versuchsbedingungen rascher 
durch Lipase gespalten werden als solche héhermolekularer Fettsduren 
und daB in der gleichen Weise die Ungesiattigtheit die lipatische Spaltung 
beeinfluBt, finden die gefundenen unterschiedlichen Werte fiir die Spaltung 
der Versuchsfette ihre Erklarung. Jedenfalls bestehen fiir eine eindeutige 
Hemmung der Lipase durch Inhaltstoffe der synthetischen Glyceride keine 
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Anhaltspunkte. DaB die Werte fiir das synthetische Fett trotz des Gehali: . 
an niedermolekularen Fettsduren niedriger liegen als bei Fetten ahnlich, 
Zusammensetzung (Palmkern + Butterfett) diirfte weitgehend in unt 
schiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften der Glyceride, niin 
lich der Héhe des Schmelzpunktes bzw. Erstarrungspunktes und der 
Emulgierfahigkeit seine Erklarung finden. Eine GesetzmaBigkeit zwischen 
Aktivatorenwirkung und prozentualer Spaltung der Substrate iiber den 
bisher bekannten Rahmen hinaus l4Bt sich aus den bisherigen Versuchen 
nicht erkennen. 


Zusammenfassung. 


Glyceride aus durch Paraffinoxydation gewonnenen Fettséuren her 
gestellt, werden in vitro von Schweinepankreaslipase in der gleichen Weis: 
gespalten wie gebrauchliche Nahrungsfette. Anhaltspunkte fiir das Vor 
handensein von Stoffen, die die lipatische Spaltung hemmen, konnten 
nicht gefunden werden. 





Die Wirkung von Thrombin auf die Stabilitat 
von Kolloiden. 


Von 
Fritz KNicuHet. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Dir.: Prof. Dr. U. Eppecke.) 


(Eingegangen am 15. August 1944.) 


Nach der klassischen Lehre von der Blutgerinnung [Lit. 1-6] ist Throm- 
bin ein Ferment, das ein im Blutplasma geléstes EiweifB, das Fibrinogen, 
in eine andere unlésliche Zustandsform iiberfiihrt. Hierbei versteht man 
unter Ferment einen biologischen Katalysator, der bereits in sehr geringer 
Konzentration in spezifischer Weise auf einen bestimmten Stoff oder eine 
einheitliche Stoffklasse eine starke Wirkung entfaltet, ohne dabei mit ins 
Endprodukt einzugehen. Immer wieder sind fiir und gegen die Auf- 
fassung des Thrombins als Ferment Argumente angefiihrt worden, ohne 
da bisher eine endgiiltige Klarung erbracht werden konnte. In seiner 
letzten Zusammenfassung [3] fiihrt WOutiscn folgende Griinde fiir die 
Fermentnatur des Thrombins an: 


1. die Reaktionsgeschwindigkeit der Gerinnung ist annahernd propor- 
tional der Thrombinkonzentration, 


2. Thrombin wird, wie andere Fermente, durch héhere Temperaturen 
inaktiviert und zeigt ein Temperaturoptimum seiner Wirkung. 

3. Durch hodhere Substratkonzentrationen sowie durch Serumalbumin 
wird es in seiner‘ Wirkung gehemmt. 

4. Besitzt es wie alle iibrigen Fermente kolloidalen Charakter. 

5. Kann es die zoofache Menge seines Eigengewichtes von Fibrinogen 
in Fibrin verwandeln {1}. 

6. Sollen keine stéchiometrischen Beziehungen zwischen der Menge des 
gebildeten Fibrins zu der des eingewirkten Thrombins bestehen. 

Von den Gegnern der Fermenttheorie (s. bei WOuLiscu [3}) wird das 
Fehlen stéchiometrischer Beziehungen zwischen Menge des vorhandenen 
Thrombins zum entstehenden Fibrin in Abrede gestellt, (ReTTGER [7], 

{1} Die Rechnung, auf die sich diese Annahme stiitzt, ist folgende: 21 mg eines 


Thrombinpraparates bilden 4100 mg Fibrin, also mehr als das 200fache der 
Thrombinmenge (zit. nach W6uuIscu [3}). 
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STROMBERG [8]) ein Einwand, der noch nicht endgiiltig geklart ist. Nac! 
Auffassung der Gegner der Fermenttheorie der Gerinnung soll die Un 

wandlung des Fibrinogens in Fibrin durch das Thrombin eine Kolloid 
Kolloidflockung sein, was vor allem von De. BAERE [9] vertreten wurde. 
der im Thrombin einen bei neutraler Reaktion positiven EiweiSkérper 
vermutete. 

Einwande gegen die Spezifitdt der Thrombinwirkung wurden bisher 
nicht erhoben, auch nicht von den Forschern, die diesem keine Ferment 
wirkung zuerkannten. Aufgabe der vorliegenden Untersuchungen war es, 
deshalb zu priifen, ob und wie weit Thrombin in der Lage ist, auBer dem 
Fibrinogen auch noch anderen kolloidalen Lésungen die Suspensions 
stabilitaét zu nehmen und diese auszuflocken oder sie in ihrem Disper 
sitatsgrad zu andern. 


Versuchsteil. 


Die Herstellung der benutzten Thrombinlésungen geschah nach dem 
Verfahren von MELLANBY, HOWELL und BLEIsTREU [10]. Der EiweiB- 
gehalt der endgiiltig verwandten Lésung war so gering, daB mit den iib- 
lichen EiweiBproben nur eine angedeutete Opaleszenz entstand. 

Um den EinfluB von Thrombin und anderen Plasma- oder Serumkolloiden 
auf die Stabilitat von Suspensionen zu untersuchen, muBten solche Sus- 
pensionen ausfindig gemacht werden, die ohne Zusatz von Thrombin oder 


anderen SerumeiweiBen bei Anwesenheit der im Plasma oder Serum oder 
auch in reinen Thrombinlésungen vorhandenen Elektrolyten eine geniigend 
groBe Stabilitat besaBen. 

Kaufliche Praparate von Bolus alba, Kieselgur, Alluminiumoxyd und 
Bariumcarbonat erwiesen sich als ungeeignet, da ihre Korngr6éBe keine 
eingermaBen stabile Suspensierung in 0,8°% NaCl-Lésung oder in Ringer- 
lésung zulieB. Auch feinstgepulverte, gesiebte Praparate von Quarz, Glas, 
Ton, Feldspat, Magnesit, wie sie mir von der ,,Bonner Keramik‘‘ zur Ver 
fiigung gestellt wurden, erwiesen sich noch nicht feinkérnig genug. Hier 
aus lieBen sich allerdings durch Aufschwemmen in Wasser nach Absetzen 
der ‘gréberen Partikel und Zentrifugierung der nach 1 Stunde noch in der 
Schwebe verbliebenen Teilchen einigermafBen stabile Suspensionen her 
stellen. Suspendiert man ein auf diese Weise gereinigtes Pulver in reinem 
Wasser oder auch in 0,8% NaCl- oder Ringerlésung, so setzen sich di 
Teilchen im Verlauf von 6 bis 24 Stunden ab, ohne daB allerdings gréBere. 
etwa flockige Aggregate entstehen. Die hierbei erfolgende Sedimentierung 
laBt sich photometrisch durch Messung der zunehmenden Lichtdurch 
lassigkeit der iiberstehenden Fliissigkeit quantitativ verfolgen. Wahlt man 
eine Suspension von einer Dichte, daB diese in Reagenzglasdicke Licht 
einer bestimmten Intensitaét gerade nicht mehr durchlaBt oder eine aut 
Streuung beruhende ,,Absorption“ von 100% hat, so nimmt die Durch 
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|issigkeit in 6-12 Stunden meist um etwa 90% und mehr zu. Die Klarung 
erfolgt nach Zusatz von Kochsalz- oder Ringerlésung nur unerheblich 
rascher als in dest. Wasser. Ca-, K- und Na-Ionen haben also in den im 
Blut vorhandenen Konzentrationen allein keinen maSgebenden EinfluB 
auf die Sedimentationsgeschwindigkeit und damit auf die Ausflockung 
obengenannter Suspensionen. Ca-Ionen nehmen insofern eine Sonderstel- 
lung ein, als sie in Konzentrationen jenseits des etwa 3fachen der im Blut 
vorkommenden Konzentrationen einen leicht beschleunigenden EinfluB 
auf die Sedimentierung ausiiben. 

Mischt man eine der genannten Suspensionen mit frischem Citratplasma 
oder Serum im Verhaltnis 1:1, so tritt nach Zusatz von Plasma keine Ver- 
jinderung ein, vielmehr wird meist die Stabilitét der Suspensionen noch 
leicht erhéht. Dagegen tritt in den mit Serum vermischten Proben inner- 
halb kiirzester Zeit eine Aggregation der suspendierten Partikel und nach 
15-30 Minuten eine Klarung durch vollstandige Sedimentierung ein. 
Folgendes Zahlenbeispiel mége zur Erlauterung dienen: 

Zu 5 ccm einer auf die angegebene Weise bereiteten Tonsuspension wer- 
den je 5 ccm Citratplasma I oder 5 ccm durch Recalcifizierung von Citrat- 
plasma erhaltenes Serum II zugefiigt. Die Lichtdurchlassigkeit sofort 
nach Zusatz betrug in beiden Proben 0%. 


Nach 5 Minuten I=o II 
nach 10 Minuten T=o II 
* Nach 30 Minuten Ie II = 5s. 


Frisches Serum unterscheidet sich von Plasma einmal durch den Mangel 
oder das ginzliche Fehlen von Fibrinogen und andererseits durch seinen 
Gehalt an freiem (gerinnungsaktivem) Thrombin und in vorliegendem 
Falle durch die Anwesenheit von ionisiertem Calcium. Zusatz von einer, 
der zur Gerinnung des Plasmas erforderlichen Calciumchloridmenge 
iquivalenten Citratmenge oder sogar ein Uberschu8 von Citrat verandert 
aber den Ausfall des Versuchs nicht wesentlich, weswegen den Ca-Ionen 
nicht die entscheidende Rolle zugesprochen werden kann. In dieser Ver- 
suchsanordnung ist es aber nicht auszuschlieBen, daB andere, unbekannte 
kolloidchemische Unterschiede zwischen Plasma und Serum, die unab- 
hangig vom verschiedenen Thrombingehalt sind, an der unterschiedlichen 
Wirkung auf die Stabilitat der genannten Suspensionen beteiligt sind. 

Um dies auszuschlieBen, wurden die gleichen Versuche mit Lésungen 
von ,,Roh-Thrombin“ und ,,Rein-Thrombin“ wiederholt. Hierbei ergaben 
sich, abgesehen von geringen quantitativen Differenzen von Versuch zu 
Versuch, die gleichen Resultate, wobei sich ,,Rein-Thrombin“, das durch 
zweimalige Ausfallung mit Aceton gegeniiber dem ,,Rohthrombin‘ weit- 
gehend von nicht aus Thrombin bestehenden BegleiteiweiBSen befreit war, 
genau so verhielt, wie das mit Globulinen noch verunreinigte Rohthrom- 
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bin. Voraussetzung hierbei war nur, daB die Lésungen beziiglich ihrer G: 
rinnungsaktivitét etwa gleich wirksam waren. 

Zu 10 ccm einer Aufschwemmung von Goldhauser Ton I, Feldspat || 
und Ca-Phosphat III wurden zugefiigt: 5 ccm 0,8% NaCl, 5 ccm 2 Tag: 
altes, d.h. gerinnungsinaktives Serum sowie eine frische, gerinnungs 
aktive Lésung von Thrombin in 0,8% NaCl (Gerinnungszeit 1:1 mit 


Zur Verdeutlichung sei ein Versuch zahlenmaBig angefiihrt, Tabelle 1: 





I Ton II Feldspat III Ca-Phosphat 
s/ 10° ‘ 5’ 10’ 15’ 60’ 


Zusatz von 





NaClo,8 % ... ee ee 
Serum ee. 6 
Thrombin (rein) - 40 8 18 30 50 80 











Oxalatplasma vermischt = 10-15 Sek.). Nach 5, 10, 15 und 60 Min. wurde 
photometrisch die Lichtdurchlassigkeit ermittelt, die in % abgelesen in 
die Tabelle eingesetzt wurde. Wahrend sich nach Zusatz von 0,8% NaCl- 
Lésung kaum eine feststellbare Klarung der Suspensionen, beruhend 
auf einer Sedimentierung der Partikel, konstatieren ]48t und Serum auch 
nur unwesentlich starker wirkt, hatThrombin dagegen einen derart stark 
koagulierenden Einflu8, daB bereits nach 15 Min. ein groBer Teil der sus- 
pendierten Teilchen sedimentiert ist. 

Dieser Versuch wiirde ein Beweis fiir die unspezifisch kpagulierende 
Wirkung des Thrombins auf die Suspensionen darstellen, falls man nicht 
doch die Wirkung unbekannten Begleitstoffen zuzuschreiben geneigt ist. 

Da es aber bisher nicht méglich ist, einwandfrei reine Thrombinpripa- 
rate zu erhalten, lieB sich dieser Einwand nur indirekt ausschlieBen. 

Die Menge an wirksamem Thrombin, la8t sich nur aus der Gerinnungs- 
aktivitat derselben in relativen Einheiten festlegen. Hierbei kann man so 
vorgehen, daB eine zu priifende Thrombinlésung im Verhiltnis 1:1 mit 
Oxalatplasma gemischt und anschlieBend die Zeit bis zum Eintritt der 
Gerinnung des Plasmas gemessen wird. Wenn man hierbei auch nicht 
sicher die Menge, sondern die Aktivitat, die zur Menge in gewisser Be. 
ziehung steht, ermittelt, so 1aBt sich diese doch jedenfalls mit der Thrombin 
aktivitat auf andere Suspensionen vergleichen. Zur genauen quantitativen 
Verfolgung der Thrombinwirkung auf Suspensionskolloide erwiesen sich 
die oben angefiihrten anorganischen Kolloide als nicht gut geeignet, da 
diese auch ohne Zusatz bereits eine von Versuch zu Versuch schwankende 
spontane Sedimentierung aufweisen. Viel genauere Ergebnisse lieferten dic 
Untersuchungen an Mastix-, Cholesterin- oder Paraffinsuspensionen. 
Grundsatzlich verhielten sich diese Suspensionen ganz gleich, weswegen 
spater immer nur die sehr leicht und gleichmaBig herzustellende Mastix- 
suspension verwandt wurde. Die Herstellung erfolgte folgendermaBen: 
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durch Eintraufeln von 5 ccm einer 5% igen alkoholischen Mastixlésung in 
ico ccm kaltes Wasser erfolgte die Suspendierung der Teilchen. Hierauf 
wurde der Alkohol durch a2stiindiges Erhitzen auf 95° C vertrieben und 
die Suspension filtriert. 

Da auch in reinen Thrombinpraparaten immer noch Spuren von Elek- 
trolyten (CaCl,) vorhanden sein konnten, wurde zunachst in einem Vor- 
versuch die Empfindlichkeit der Mastixsuspension gegeniiber verschiede- 
nen CaCl,--Konzentrationen bestimmt. In 6 Proben wurde zu 5 ccm Mastix- 
suspension 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1,6 und 3,2 ccm 0,55% CaCl,-Lésung gefiigt 
und auf gleiches Endvolumen mit Wasser aufgefiillt. In keiner dieser 
Proben zeigte sich nach 3 Tagen Flockung oder Sedimentierung. 

In weiteren 6 Proben wurden Mastixsuspensionen mit folgenden Zu- 
satzen versetzt: 


D% 
1. § ccm Mast.-Susp. + 1 ccm Thromb. Lésg. + 4 ccm 0,8% Na-Cl 12 
2. 5 ccm Mast.-Susp. + 2 ccm Thromb. Lésg. + 3 ccm 0,8% Na-Cl 88 
3, 5 ccm Mast.-Susp. + 3 ccm Thromb. Lésg. + 2 ccm 0,8% Na-Cl 89 
4. 5 ccm Mast.-Susp. + 1 ccm Thromb.Lésg. + 4 ccm 3,8% Na-Citrat 33 
5. 5 ccm Mast.-Susp. + 2 ccm Thromb. Lésg. + 3 ccm 3,8% Na-Citrat 44 
6. 5 ccm Mast.-Lésg. + 3 ccm Thromb. Lésg. + 2 ccm 3,8% Na-Citrat 45 


Die im letzten Stab unter D% angegebenen Zahlen bedeuten die ge- 
messene Lichtdurchlassigkeit nach 4 Stunden. 

In jedem Falle ist also durch Thrombin eine Flockung und Sedimen- 
tierung erfolgt, die mit steigender Menge zunimmt. Zusatz von Na-Citrat 
hat gegeniiber 0,8%iger NaCl die Intensitat der Flockung nur wenig ver- 
mindert. Obwohl bei Nr. 4-6 der letzten Versuchsreihe sicherlich keine 
freien Ca-Ionen vorhanden waren, hat Thrombin eine Flockung bewirkt, 
die allerdings hinter der Flockung der Proben 1-3 etwas zuriickbleibt 
(auBer bei 4), was wahrscheinlich macht, daB Thrombin zwar in Abwesen- 
heit von Ca-Ionen bereits wirkt, jedoch bei Ca-Anwesenheit eine starker 
fallende Wirkung entfaltet. Dies ist nicht verwunderlich, da ja Ca-Ionen 
in héherer Konzentration bereits allein eine Mastixflockung bewirken.Es 
addieren sich 2 gleichsinnige Wirkungen. 

In folgenden Versuchen wurde die Abhangigkeit der Menge des zur 
Mastixsuspension zugesetzten Thrombins auf den zeitlichen Verlauf und 
die Menge der endgiiltig erreichten Flockung untersucht. 

Die Tabelle ]a8t erkennen, daB mit steigender Thrombinmenge die 
Zeit bis zum Eintritt der ersten sichtbaren Mastixflockung abnimmt und 
die endgiiltig erreichte Sedimentierung zunimmt. 

Falls dem gerinnungsaktiven Thrombin die fallende Wirkung auf Mastix 
zukommt, war zu erwarten, daB die Substanzen, die in bezug auf die Blut- 
gerinnung eine Antithrombinwirkung entfalten dadurch, daB sie Thrombin 
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Tabelle 2. 





D% | D% Anf. d. makrosk 
nach 2 Std. | nach 16Std.  sichtb. Flockung 


Thrombin | Mastix | 0,8% NaCl 
i i 





| 0,01 ccm 10 ccm 4,99 ccm — 
| 0,02 ccm 10 ccm 4,98 ccm nicht sichtbar 
| 0,04 ccm 10 ccm 4,96 ccm 1% Std. frag. 
| 0,08 ccm 10 ccm 4,92 ccm 1 Std. 

5 | 0,16ccm 10ccm | 4,86ccm 15 Min. 
| 0,32 ccm 10ccm |§ 4,68 ccm 10 Min. 
| 0,64 ccm 10 ccm 4,36 ccm 9 | 5 Min. 

8| 1,28 ccm 10 ccm 3,72 ccm C 5 Min. 

9 | 2,56 ccm 10 ccm 2,44 ccm 93 sofort 

10} 5,12 ccm 10 ccm 0,0 ccm 93 sofort 





inaktivieren, diesem auch die fallende Kraft gegeniiber Mastix nehmen. 
Als ausgesprochenes Antithrombin (im Gegensatz zu Antiprothrombin 
oder Heparin) gilt das Hirudin. Zu den Versuchen mit Hirudin stand leider 
nur ein Rest eines nicht mehr sehr aktiven Praparates zur Verfiigung, was 
wohl die Blutgerinnung in einer Konzentration von 10 mg% noch stark 
verzogerte, sie allerdings nicht vollsténdig aufhob (Gerinnung in 10 Std. o, 
in 24 Std. +). Mit diesem Praparat wurde folgender Versuch angesetzt: 
Zu je 10 ccm einer Mastixsuspension wurden zugesetzt: 


in 1. 1 ccm Reinthrombin 
2.1 ccm Reinthrombin + 5 mg Hirudin 
3: 5 mg Hirudin. 


Nach 1 Stunde betrug die Lichtdurchlassigkeit: 
in 1, == 73; 2. == 3; und 3. = 2; 
nach 24 Stunden in 1. = 85; 2. = 15; und 3. = 3; 
nach 48 Stunden in 1. = 97; 2. = 51; und 3. = 3. 


Durch Zusatz von Hirudin = Antithrombin wurde demnach die fallende 
Wirkung auf Mastix stark beeintrachtigt, wenn auch nicht ganz aufgehoben ; 
das letztere hangt allerdings nur von der zu geringen Aktivitat des zur Ver 
fiigung stehenden Praparates ab, das, wie erwahnt, in relativ hoher Konzen- 
tration auch die Blutgerinnung nur verlangsamte, nicht aufhob. Falls im 
Hirudin ein spezifischer Hemmungsk6rper gegeniiber Thrombin vorliegt, 
so ist dieser Versuch ein weiterer Beweis fiir die fallende Wirkung des 
Thrombins gegeniiber Mastix. 

Sowohl noch gerinnungsaktives frisches Serum als auch in schwacherem 
MaBe Thrombinlésung werden durch Erhitzen auf 56° C in ihrer Aktivitiit 
geschwacht. AuBerdem wirkt hitzeinaktiviertes Serum seinerseits wieder 
inaktivierend auf Thrombinlésungen. Zusatz von Heparin zu gerinnungs 
aktivem Serum hebt dessen Aktivitat auf. In folgendem Versuch wurden dic 
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(Gerinnungsaktivitat von Serum und Thrombinlésungen mit und ohne 
Hitzeinaktivierung sowie ohne und mit Zusatz von Heparin der fallen- 
den Wirkung auf Mastixsuspensionen gegeniibergestellt (Tab. 3). 


Tabelle 3. 





Z 
- 





Mastix Zusatz 1 Std. 24 Std. | 48 Std. | Gerinnungszeit 


10 ccm ccm fr. Serum bs a 88 60-80 Sek. 
10ccm 1 ccm inakt. Serum 3 3 | 00 
10 ccm ccm fr. Thrombin | 98 15 Sek. 
10ccm /1 ccminakt.Thromb.) ce AS | 40 Sek. 
10 ccm ccm fr. Serum + 
| Heparin 9 00 

10 ccm ccm fr. Thrombin 

-+- Heparin 40 80 
10 ccm cem fr. Thrombin 

+ inakt. Serum 3 7 12 | .0O 


wa eH we 


Auch aus diesen Zahlen ist eindeutig zu entnehmen, daB die Gerin- 
nungszeit sowohl der Zeit bis zum Eintritt einer Mastixfallung als auch 
der endgiiltig erreichten Mastixsedimentierung parallel geht. 

Es sollte trotzdem noch auf andere Weise ausgeschlossen werden, dab 
fragliche Begleitstoffe des Thrombins von ahnlichen Inaktivierungstempe- 
raturen und gleicher Heparin- und Hirudinempfindlichkeit Ursache der 
beobachteten Erscheinungen waren. Es wurden deshalb eine Reihe wasser- 
léslicher Kolloide in ihrer Wirkung auf Mastix untersucht. Zu diesem 
Zweck wurden 1%ige wiasserige Lésungen von Pepsin, Trypsin, Papain, 
Rizin (Kobert), Saponin, Casein (Hammarsten) und Gummi arabicum 
hergestellt. Zu je 10 ccm Mastixsuspension wurden 1 ccm der entsprechen- 
den Lésung gefiigt. Hiernach zeigte sich bei Rizinzusatz nach einigen Minu- 
ten eine starke Flockung und innerhalb von 30 Minuten eine vollstandige 
Sedimentierung, wahrend nach 24 Std. die tibrigen Proben noch vdllig 
unverandert waren. Nach Zusatz von je o,1 ccm konzentrierter NaCl- 
Lésung entstand auch innerhalb von 30 Min. in der Probe mit Papain- 
zusatz eine geringe Flockung und nach weiteren 6 Std. eine leichte Sedi- 
mentierung. Abgesehen von Rizin, dessen stark agglutinierende Wirkung 
auf Erythrocyten und Bakterien bekannt ist, waren die iibrigen Kolloide, 
von einer geringer. Wirkung des Papains abgesehen, vdllig wirkungslos. 
Lésungen von kauflichem Serumalbumin und Ov-Albumin (MERCK) 
zeigten ebenfalls in keiner Konzentration eine fallende Wirkung auf Mastix. 

Nach einer von Quick [11] entwickelten Vorstellung soll Heparin da- 
durch seine thrombinaktivierende Wirkung ausiiben, daB es die Bindung 
des Thrombins an Serumeiwei® (Albumin) begiinstigt, wahrend reine 
Thrombinpraparate durch Heparin in ihrer Gerinnungsaktivitat nicht 
wesentlich beeintrachtigt werden, verlieren sie bei Anwesenheit von Serum- 
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eiweiB ihre Aktivitat mehr oder weniger stark. Da®B Serum aus eben gv- 
ronnenem Plasma eine starke Mastixagglutination bewirkt, wurde bereit, 
dargelegt, ebenso, daB es durch Heparinzusatz diese Fahigkeit einbiifi:. 
Demnach miiBte aber auch Rohthrombin, das noch Serumeiweife «|. 
Verunreinigung enthalt, gegeniiber Reinthrombin, das von diesen Stoffe: 
weitestgehend befreit ist, durch Heparin starker in seiner mastixfallende: 
Wirkung beeintrachtigt werden als letzteres. 

Folgendes Versuchsbeispiel sei zum Beleg dieser Vorstellung angefiihrt: 

Zu je 1occm Mastixsuspension werden zugefiigt: 
1 = 1 ccm Rohthrombin 
2 = 1ccm Rohthrombin + Heparin 
3 = 1 ccm Reinthrombin 
4 = 10cm Reinthrombin + Heparin. 
Die Lichtdurchlassigkeitswerte betrugen nach 1 Std.: 
. 1 = 83; 2=1; 3= 345 4 = 31. 
Nach 2 Stunden: 
1 = 86; 2 = 1; 3 = 40; 4 = 31. 

Wahrend das eiweiShaltige Rohthrombin durch Heparin stark in seiner 
mastixfallenden Wirkung beeintrachtigt wird, wird die Wirkung des — in 
diesem Versuch von vornherein schwacher wirksamen — Reinthrombins 
nur unbetrachtlich vermindert. 

DaB tatsachlich die mastixfallende Wirkung des Thrombins der Ge- 
rinnungsaktivitat desselben parallel geht, lieB sich noch auf folgende 
Weise verdeutlichen: . 

Zu je 10ccm Mastixsuspension werden jeweils 0,5 ccm folgender Zu- 
satze gefiigt: 

1 = 0,8%ige NaCl-Lésung 

2 = Rohthrombin 

3 = Reinthrombin 

4 = Rohthrombin, vorher mit Chloroform geschiittelt 
5 = Reinthrombin, vorher mit Chloroform geschiittelt 
6 = Rohthrombin + Heparin 

7 = Reinthrombin + Heparin 

8 = Rohthrombin + Lignin 

9 = Reinthrombin + Lignin 


Lignin verhalt sich dem Thrombin gegeniiber ahnlich wie Hirudin, 
es bildet mit diesem eine Verbindung, die zu einer Triibung und spater 
zur Flockung fiihrt. Genaueres hieriiber soll andernorts mitgeteilt werden. 
Durch Chloroform 1aBt sich die Gerinnungsaktivitaét von gealtertemThrom- 
bin steigern. 
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In Tabelle 6 sind die gefundenen Triibungen (Erklarung s. bei Tab. 3), 
wie sie nach 6 und 24 Stunden gemessen wurden, den Gerinnungszeiten 
gegeniibergestellt, die durch Mischung von Oxalatplasma und Throm- 
bin im Verhaltnis 1:1 ermittelt wurden. In Kolonne 1+3 wurden die nach 
5, 10 und 30 Minuten dem Auge sichtbaren Flockungsgrade eingesetzt, 
wobei (+) angedeutete, -+ deutliche, ++ starke Flockung und ++ + be- 
ginnende Sedimentierung der Flockung bedeutet. 


Tabelle 4. 





: D% D% 
30 Min. nach 6 Std. nach 24 Std. 


Gerinnungszeit 





4 + 
as 96 96 20-50 Sek. 
(+) 7 15 50-100 Sek. 
aap 96 98 5-10 Sek. 
+ 9 19 40--60 Sek. 
4 oO 
4 90 
4 00 
4 0 
Auch dieses Versuchsbeispiel zeigt eine genaue Parallele von Gerinnungs- 
aktivitat und mastixfallender Wirkung des Thrombins. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus allen durchgefiihrten und mitgeteilten Versuchsergebnissen geht 
hervor, daB das Thrombin ganz allgemein, soweit dies nachgepriift wurde, 
eine Herabsetzung der Stabilitat von Kolloiden hervorruft und eine solche 
Wirkung nicht in spezifischer Weise nur auf Fibrinogen ausiibt. Da, vor 
allem in neuerer Zeit, das Thrombin wieder als Ferment betrachtet wird, 
mit einer spezifisch-denaturierenden Wirkung auf sein natiirliches Sub- 
strat, das Fibrinogen, wurde diese offenbar universell fallende Wirkung 
auf Kolloide, d. h. eine den Fermenten sonst nicht eigentiimliche Unspezi- 
fitat nicht vermutet. Dies bedeutet aber umgekehrt, daB, wenn man die 
Fermentnatur einer Substanz von ihrer Substratspezifitat abhangig sein 
1aBt, im Thrombin kein Ferment vorliegt; oder aber man miiBte dessen 
denaturierende Wirkung auf Fibrinogen als spezifisch einer allgemeinen 
unspezifischen Wirkung ahnlicher Art gegeniiberstellen. Es besteht aber 
kein zwingender Grund fiir diese Trennung. DaB nicht alle Kolloide des 
Plasmas durch Thrombin bis zur Ausfallung verandert werden, ergibt sich 
aus deren gréBerer Stabilitaét. Das Fibrinogen, dem mit seinem in der Nahe 
des Neutralpunktes gelegenen isoelektrischen Punkt im natiirlichen Zu- 
stand bereits die gr6Bte Labilitat unter den Plasmaeiweifen eigentiimlich 
ist und auch gegeniiber allen anderen fallenden Einfliissen am labilsten 
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ist, wird auch durch Thrombin am deutlichsten verandert. Aus berei:, 
erwahnten, in anderer Fragestellung durchgefiihrten Versuchen ge} 
hervor, daB auch Lignin, das auf bestimmte Weise pripariert ist und ty 
neutraler Reaktion bereits durch Kochsalz ausflockbar sein kann, mi: 
Thrombin eine unlésliche Fallung eingeht. 

Hierbei flockt zunachst sowohl Thrombin als auch Lignin aus, erstere. 
kann aber spater, wenigstens zum Teil, wieder in Lésung gehen. Hiernach 
scheint die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin weniger eine fermen 
tative zu sein, als vielmehr auf einer Kolloid-Kolloidfallung zu beruhen, bei 
der zunachst Thrombin und Fibrinogen in unspezifischer Art gegenseitig 
flocken (Profibrin), wonach ahnlich wie bei der Annaherung von Fibrin 
molekiilen in Oberflachen (Denaturierung durch Spreitung) eine Fibrino 
gen-Fibrinogenverbindung entsteht, woraufhin das Thrombin entweder 
weiter adsorbiert bleibt oder aber wie etwa nach Anderung des Elektrolyt 
gehaltes (NaCl) wieder in Lésung gehen kann. Hiernach ergibt sich weiter 
zwanglos die bereits von Quick [11] vorgeschlagene Erklarung fiir die das 
Thrombin inaktivierende Wirkung von SerumeiweiSkérpern, namlich 
Albumin auf Thrombin, welches als Adsorbens fiir Thrombin mit Fibrino- 
gen konkurriert und vor allem in Anwesenheit von Heparin eine starker 
adsorbierende Kraft ausiibt als Fibrinogen. 


Zusammenfassung. 


Thrombin hat im Gegensatz zu der allgemein iiblichen Anschauung 
keinen spezifisch fallenden EinfluB auf Fibrinogen, sondern auf alle bisher 
daraufhin untersuchten anorganischen und organischen Kolloide. 

Dies stellt die Fermentnatur des Thrombins sehr in Frage und spricht 
zugunsten einer kolloidchemischen Deutung der Fibrinogen-Fibrin-Um- 
wandlung. 

Die antithrombische Wirkung der SerumeiweiBe 1a4Bt sich als einc 
,,.Konkurrenzadsorption’ des Thrombins an SerumeiweiBe auffassen, 
ebenso die Wirkung von Lignin auf die Thrombinwirkung. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber das Wesen 
der in Normalserum vorkommenden Paramazien 
tétenden Substanz. 


Von 
Fritz KNicHet. 


(Eingegangen am 15. August 1944.) 


Von Rosse [1, 2] wurden im Jahre 1905 erstmalig Paramazien als 
Testobjekt fiir die Wirkung von Immunké6rpern auf Zellen herangezogen. 
In seinen, sowie in zwei weiteren Untersuchungen seiner Schiiler Tacue- 
noucui [3] und Masvuar [4] sollten die morphologischen Veranderungen, 
die eine Zelle durch Einwirkung von Immunkérpern erfahrt, aufgeklart 
werden. In diesen Untersuchungen wurde die Wirkung von Normalserum 
auf Paramazien mit der von Immunserum verglichen. Sie fanden, daB 
Paramazien auch schon durch Normalserum in geeigneter Konzentration 
getétet und aufgelést werden, wobei sich folgende Veranderungen er- 
kennen lassen: die P. werden zuniachst unruhig und schwimmen, gleichsam 
als ob sie nach einer weniger gifthaltigen Zone suchten, in der Kultur hin 
und her. Bei fortschreitender Schadigung biifen sie ihre Fahigkeit, unter 
langsamer Rotation um die Langsachse geradeaus zu schwimmen, ein 
und bewegen sich unter sehr rascher Rotation um ihre Langsachse noch 
eine Zeit lang riickwarts fort. Danach schleudern sie unter ruckartigen 
Zuckungen ihre Trichozysten aus und werden zunehmend unbeweglicher. 
Hierbei sinken sie zunachst zu Boden und bewegen sich noch kurze Zeit 
auf der Stelle walzend hin und her, wobei keine Fortbewegung mehr vor- 
handen ist. Nur noch eine langsame, unregelmaBige, meist nur auf be- 
grenzte Stellen ihrer Oberflache beschrankte Zilienbewegung ist zu er- 
kennen, die auch bald aufhdrt und in eine vollige Lahmung iibergeht. Hier- 
zu kommt eine zunehmende Abnahme der Schlagfrequenz der kontraktilen 
Vakuole, die zum SchluB ebenfalls véllig gelahmt wird und stark anschwillt, 
wodurch die Tiere ihre normale Gestalt einbiiBen. Im weiteren Verlauf 
schlieBt sich eine zunehmende Anschwellung des ganzen Tieres an, wobei 
sich haufig bruchsackartige, mit homogener Fliissigkeit gefiillte, protoplas- 
matische Vorwélbungen bilden, in die herein sich spater auch kérniger 
Zellinhalt entleert, bis daB die Zellmembran reiBt und Plasmolyse eintritt. 

Nach den Befunden von Rosse ist die Wirkung von Immunserum auf 
P. eine ganz ahnliche, nur tritt sie bereits bei wesentlich starkeren Ver- 
diinnungsgraden auf. AuBerdem fand er nach der Einwirkung von Im- 
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munserum eine bei Beginn der Lahmung auftretende lockere Verklu 
pung der Tiere, die er als spezifisch fiir die Immunserumwirkung auffalite. 
Vergleicht man die durch Normal- und Immunserum hervorgerufenen 
Veranderungen an P. mit denen, die durch andere schadigende Einfliiss; 
erzeugt werden kénnen, so ist kein qualitativer Unterschied zu erkennen, 
ganz gleichgiiltig ob das schadigende Agens physikalischer oder chemischer 
Natur ist. Nur die Geschwindigkeit, mit der die genannten Veranderungen 
bemerkbar werden und der Grad, bis zu dem sich die Schadigung ent 
wickelt, variiert. Die erkennbare Reaktionsfahigkeit von P. ist nicht so 
variabel, als daB sie fiir bestimmte Giftwirkungen sich als charakteristisch 
oder spezifisch erweisen kénnte. Deswegen verlieren aber P. trotzdem nicht 
ihre Bedeutung als Testobjekt fiir bestimmte Zellgifte, da quantitativ sehr 
stark unterschiedliche Veranderungen gemessen werden kénnen. 

In den vorliegenden Untersuchungen spielt die Art der bei P. zu be 
obachtenden Zellveranderung gar keine Rolle, da es sich nur darum han 
delte, den iiberhaupt wirksamen, im Normalserum bereits vorhandenen 
zellschadigenden Faktor zu ermitteln. 

Es ist bereits ROssLE und seinen Schiilern bekannt gewesen, daB diese 
Agens bei einer Erwirmung des Serums auf 56° fiir 30 Min. seine Wirk 
samkeit einbiiBt. Da die gleiche Temperatureinwirkung auf Serum dessen 
Komplementwirkung zerstért, vermuteten sie, daB der in Normalserum 
vorkommende zellschadigende Faktor das Komplement sei. Dabei lieSen 
sie die Frage offen, ob nicht auch andere Eigenschaften des Serums bei 
einer Temperatur, die eine ,,Komplementinaktivierung erzeugt, gleich- 
falls unwirksam werden. Da nach neyeren Auffassungen [5, 6] das Kom 
plement aber keine einheitliche Substanz des Serums darstellt, sondern 
mindestens aus zwei Faktoren besteht, bleibt auch dann, wenn das Kom 
plement als das verantwortliche Agens erkannt ist, die Frage offen, ob 
diesem nur in seiner Gesamtheit oder auch schon einer einzelnen Kompo 
, nente desselben die entsprechende Wirkung zukommt. 


Versuchsteil. 


Es wurde zunachst die Wirkung von frischem Normalserum vom Kanin- 
chen, Meerschweinchen, Rind, Schwein, Schaf, Ratte, Frosch und Mensch 
auf P. untersucht. Die Versuche wurden derart durchgefiihrt, daB zu 
1ccm paramizienhaltiger Kulturfliissigkeit 0,o5-0,5 ccm Serum gegeben 
und die Zeit bis zum Eintritt der vorher geschilderten Veranderungen g¢ 
messen und verglichen wurde. Hierbei erwies sich Froschserum bei weitem 
am wirksamsten. Sehr stark wirkte ebenfalls Meerschweinchenserum., 
wahrend die iibrigen Seren einen deutlich geringeren Einflu8 ausiibten. 
Der Komplementgehalt der untersuchten Seren, soweit er aus der Literatur 
zu entnehmen ist, ist beim Meerschweinchen sehr hoch, bei den iibrigen 
benutzten Seren niedriger. Angaben iiber Froschseren konnten nicht e1 
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mittelt werden. Zur Erzeugung einer vollstandigen Lahmung: innerhalb 
von 10-15 Min. geniigen weniger als 0,o5 ccm Froschserum, etwa 0,15 ccm 
Meerschweinchenserum, 0,3-0,5 ccm der iibrigen Sera. Fiigt man jeweils 
o,4 ccm der entsprechenden Seren zu 1 ccm Paramiazienkultur, so wirken 
Froschseren in 2-3 Min., Meerschweinchenserum in etwa 5 Min., die 
iibrigen in etwa 15 Min. lahmend und erzeugen spater eine Zytolyse. 
Hierbei ist allerdings zu bemerken, daB die Wirksamkeit der einzelnen 
Seren Schwankungen unterworfen ist, die nur durch eine entsprechend 
groBe Zahl von Untersuchungen als Fehlerquelle ausgeschlossen werden 
konnten. Es wurden deswegen mit allen untersuchten Seren 15-20 Unter- 
suchungen durchgefiihrt. Die Tatsache, daB Meerschweinchenserum mit 
seinem anerkannt hohen Komplementgehalt am starksten wirkte — abge- 
sehen vom Froschserum — dessen Komplementgehalt nicht zu ermitteln 
war —, scheint zugunsten der Auffassung zu sprechen, daB das Komplement 
das schadigende Agens ist. 

In einer weiteren Versuchsreihe wurden die genannten Seren einer 
Temperatur von 56° fiir 30 Min. ausgesetzt und ihre Wirkung gegen- 
iiber der von Normalserum verglichen. In Bestatigung der Befunde von 
ROssLE und seinen Schiilern verloren die Seren hierbei vollstandig ihre 
Aktivitét, sogar dann, wenn sie im Verhiltnis 1:1 Paramazienkulturen 
zugefiigt wurden. Temperaturen, die das Komplement inak‘ivieren, neh- 
men dem Serum also auch dessen paramazientétende Wirkung. 

Dem Mauseblut fehlt normalerweise bereits eine Komplementwirkung. 
Falls das Komplement also den paramazientétenden Faktor darstellt, diirf- 
ten diese durch Mauseserum ebensowenig, wie durch inaktivierte Seren 
anderer Tiere geschadigt werden. Es wurde deshalb Mauseserum im Ver- 
gleich zu den andern genannten Seren Paramazienkulturen zugefiigt, 
wobei sich dieses aber fast so wirksam wie Meerschweinchenserum erwies. 
Hieraus folgt, daB zumindest nicht das gesamte Komplement den deletaren 
EinfluB des Serums auf P. bedingt. 

Nach den Untersuchungen von Fucus und v. FALKENHAUSEN [7] be- 
findet sich auch im strémenden Blut von Saéugetieren kein Komplement. 
Da sich das stroémende Blut von ausgetretenem, geronnenem Blut vorwie- 
gend durch die bei der Gerinnung eintretenden Veranderungen unterschei- 
det, lag es nahe, die Wirkung von Plasma gegeniiber der vom Serum auf 
P. vergleichend zu untersuchen. Es zeigte sich hierbei, da& sowohl] Citrat- 
als auch Heparinplasma eine wesentlich schwachere Wirkung auf P. aus- 
iibt als die entsprechenden Seren. Setzt man z. B. zu 1 ccm Paramazien- 
kultur je 0,3 ccm Rindercitratplasma resp. 0,3 ccm Serum — aus dem glei- 
chen Plasma durch Recalcifizierung und Defibrinieren frisch gewonnen — 
hinzu, so sind die P. nach Plasmazusatz nach 1 Stunde noch beweglich, 
wenn auch die Beweglichkeit verlangsamt ist. Nach Serumzusatz da- 
gegen tritt bereits in 10-15 Min. vdllige Lahmung ein. Erst nach 2-3 
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Stunden erfolgt auch eine Lahmung der mit Plasma in Beriihrung gebrac))- 
ten Tiere, nach 24 Stunden sind dagegen in beiden Proben alle Tiere ¢. 
tétet und gréBtenteils aufgelést. 

Den Thrombingehalt des Serums kann man dadurch ermitteln, daB min 
das Serum in einem bestimmten Verhialtnis auf Citratplasma oder eine 
Fibrinogenlésung einwirken lat. Hiernach miBt man die Gerinnung;s 
zeit. Serum, das aus recalcifiziertem, frischgeronnenem, defibriniertem 
Plasma hergestellt wird, erweist sich hierbei als stark gerinnungsaktiy, 
verliert aber beim Altern, noch wesentlich schneller durch Erwirmen. 
diese Wirkung, da das Thrombin in eine inaktive Modifikation (Metathrom- 
bin) tibergeht. Es wurde deshalb frisches Serum durch Erwarmen auf ver- 
schieden hohe Temperaturen sowohl zu Citrat-Plasma und Fibrinogen 
lésung zugesetzt als auch andererseits zu Paramazienkulturen. 

In Tab. 1 ist die photometrisch, nach der Methode von EBBECKE und 
‘ KNUcHEL [8] gemessene Gerinnungszeit des Plasmas — oder Fibrinogens 
nach Serumzusatz — der Zeit gegeniibergestellt, die vom Serumzusatz zu 
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Inaktivierungs Temperaturen. 

Gerinnungszeiten, Plasma + Serum (Abnahme der Lichtdurchlassigkeit um 50%). 
= Zeit bis zur Lahmung der Paramizien. 

Gerinnungszeit vom Fibrinogen + Serum, sonst wie II. 

. = Zeit bis zur Lahmung der Paramizien. 

Das Serum bei Versuch II, III ist ein anderes als das bei Versuch IV, V. 
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Paramazienkultur (0,4 ccm Serum zu iccm Kulturfliissigkeit) bis zur 
volligen Lahmung der P. gemessen wurde. Wie aus den mitgeteilten Zahlen 
zu ersehen ist, geht eine mit steigender Temperatur erreichte Inaktivierung 
des Serums beziiglich seiner Gerinnungsaktivitat einer entsprechend schwi- 
cher werdenden Wirkung auf P. parallel. Dies ist ein weiterer Anhalts- 
punkt dafiir, daB es sich um Thrombin als wirksames Agens handelt. 

Aus anderen, eben abgeschlossenen Untersuchungen wurde bekannt, 
daB Lignin dadurch, daB es starke Adsorptionsaffinitat zum Thrombin 
hat, dieses in Bezug auf die Gerinnung inaktiviert. 

Es war also anzunehmen, daB, falls Thrombin den schadlichen Faktor 
fiir P. darstellt, durch Zusatz von Lignin zu einer Paramazienkultur eine 
sonst tédlich wirksame Dosis von Serum in seiner Wirkung aufgehoben wird, 
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wenn nicht die Affinitat der P. zum Thrombin gr6Ber ist als die des Lignins. 
In zahlreichen Versuchen erwies sich das Lignin als absolut schiitzend 
gegeniiber dem schadigenden EinfluB des Serums auf P., und zwar ge- 
niigte schon ein Zusatz von Lignin in einer Konzentration von 10 mg%. 


Dies bildet einen weiteren Beweis dafiir, daB Thrombin die im Serum 
vorhandene schadigende Komponente darstellt. 

Da sich nach der Methode von MELLANBY und BLEIBTREU [9] Thrombin 
aus Plasma relativ rein darstellen laBt, lag nichts naher als die Einwirkung 
eines der nach dieser Methode hergestellten Praparate zu untersuchen. Hier- 
bei ergab sich, daB bereits das sog. Rohthrombin je nach seiner gerinnungs- 
aktiven Wirksamkeit, innerhalb von wenigen Minuten die gleichen Er- 
scheinungen an P. hervorruft, die von stark wirksamen Seren bekannt waren. 
Fiigt man z. B. zu 1 ccm einer Paramazienkultur 0,2 ccm einer gut ge- 
rinnungsaktiven Losung aus Roh- oder Reinthrombin zu, so zeigen die 
Tiere sofort eine starke Unruhe und verlieren bereits nach 1-2 Min. 
ihre normale Beweglichkeit, indem sie in rascher Rotation um ihre Langs- 
achse riickwarts schwimmen, woraufhin nach 3-5 Min, unter ruckartigen 
Zuckungen die Beweglichkeit immer mehr abnimmt und nach 4-6 Min. 
in vollige Lahmung iibergeht. 

Beim Vergleich der Gerinnungsaktivitét von Thrombinlésungen auf 
Oxalatplasma mit deren Wirksamkeit auf P., so wie es in Tab. 1 fiir Serum 
von verschiedener Thrombinaktivitat geschah, erhailt man die gleiche 
Ubereinstimmung, wie aus folgenden Zahlen zu ersehen ist. 
Thrombinlésung I. Gerinnungszeit 1:1 mit Oxalatplasma 10-12 Sec. 
Thrombinlésung II. Gerinnungszeit 1:1 mit Oxalatplasma 50-60 Sec. 
Thrombinlésung III. Gerinnungszeit 1:1 mit Oxalatplasma 4 Min, un- 

vollkommen. 

Zusatz von 0,5 ccm Lésung I, II und III zu 1 ccm Paramazienkultur. 
Lahmung der Paramazien nach Zusatz I = 1-2 Min. 

Lahmung der Paramazien nach Zusatz II = 4-6 Min. 

Lahmung der Paramazien nach Zusatz II] = nach 1 Stunde angedeutet. 


Durch Lignin 1aBt sich auch die Wirksamkeit von reinem Thrombin 
vollstandig ausschalten. 

Durch Altern oder Erwarmen verlieren Thrombinlésungen sehr viel 
weniger als Seren ihre Toxizitat auf P., was in Ubereinstimmung steht 
mit der gréBeren Hitzestabilitat von Thrombinlésungen beziiglich deren 
Gerinnungsaktivitat. Falls Thrombin den im Normalserum vorkommenden 
paramazientétenden Faktor darstellt, mu es méglich sein, Seren, die 
durch Hitzeeinwirkung oder Altern (Inaktivierung) ihre Wirkung ver- 
loren haben, durch nachtraglichen Zusatz von Thrombin wieder zu ak- 
tivieren. Die hierzu angestellten Versuche ergaben iibereinstimmend, daB 
durch Thrombinzusatz Normalseren eine wesentlich starkere Wirkung auf 





242 Fritz KnicHet: 


P. erhalten und inaktivierte durch Thrombinzusatz wieder voll aktivier: 
werden. Es lassen sich sogar inaktive Seren durch Zusatz von Thrombin 
stirker wirksam erhalten, als es von irgendwelchen Normalseren bekannt 
war. Hierzu sei ein Versuchsprotokoll genauer angefiihrt. 

Zu je 1 ccm Paramazienkultur Zusatz von: 

1.0,5 ccm 2 Tage altes Kaninchenserum 

2. 0,25 ccm 2 Tage altes Kaninchenserum + 0,25 ccm Thrombinlésung 

3.0,5 ccm 1 Tag altes Kaninchenserum 

4. 0,5 ccm Thrombinlésung. 

Die P. zeigten nach 10 Min. folgendes Verhalten: 

1. leichte Unruhe, sonst normal, 

2.etwa die Halfte gelahmt, die itibrigen nur noch langsam beweglich, 

3- nur langsam rollende Bewegung auf der Stelle, aber noch kein 

Lahmung, 
4. ganz langsame Rollbewegung auf der Stelle, nur in 15-20% Lahmung. 
Nach 15 Minuten: 
. normal, nur wenig unruhig, 
. vollige Lahmung, 
. nur noch angedeutete Bewegung auf der Stelle, 
. die meisten gelahmt, einige noch eben beweglich. 

Nach 1 Stunde: 

i. normal, 

2. vollig gelahmt mit weiten kontraktilen Vakuolen, 

3. z. T. noch angedeutet beweglich, 50% gelahmt. Vakuolen noch nor- 

mal weit, 

4. vollig gelahmt, mit sehr weiten Vakuolen. 

Nach 14 Stunden: 

1. alle gelahmt, ca 20°, tot, Form normal, 

2. alle tot und aufgelést, 

3. tot, nur vereinzelte (etwa 20%) aufgelést, 

4. alle tot und aufgelést. 

Da bei der Einwirkung von Lignin auf Thrombin eine photometrisch 
meBbare Triibung entsteht, die auf einer gegenseitigen Flockung der beiden 
Kolloide beruht, war es méglich, die erhaltenen Triibungsgrade als rela 
tiven MaBstab fiir den Thrombingehalt, der in diesem Versuch verwandten 
Zusiatze, zu werten. 

Von den Lésungen 1-4 wurden je 2 ccm mit 8 ccm 0,8% NaCl verdiinnt 
und hierzu 1 ccm einer 1% Lignin-Lésung gefiigt. (Naheres iiber die Her 
stellung und Wirkung des Lignins folgt in einer weiteren Ver6ffentlichung. ) 
Nach einer Stunde wurden die erhaltenen Triibungen gegen eine Vergleichs- 
lésung von Lignin in 0,8% NaCl-Lésung 1:10 gemessen. Die erhaltenen 
Werte waren: 1 = 65, 2 = 27, 3 = 60, 4 = 26. 
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Das Thrombin wird hiernach, da es sowohl in gereinigtem Zustand als 
auch in Verbindung mit den iibrigen Serenfaktoren eine paramazientétende 
Wirkung ausiibt, als die gesuchte Serumkomponente angesehen. Ein 
Einwand hiergegen kann aus folgenden Tatsachen hergeleitet werden. Wie 
vorher mitgeteilt war, besitzt auch Heparin- oder Citratplasma - wenn auch 
in schwacherem MaBe - die Fahigkeit P. zu toten. Daraus ware zu folgern — 
in Anerkennung der iiblichen Vorstellung tiber den Mechanismus der 
Blutgerinnung -, daB auch bereits die Vorstufen des Thrombins, also das 
Prothrombin oder Thrombinogen oder Serozym, die gleiche Wirkung hat. 

Dies ist aber schon deshalb unwahrscheinlich, da Plasma, was sicher 
mehr Thrombinogen als Serum enthalt, immer eine schwachere Wirkung 
oder jedenfalls eine viel spater eintretende Wirkung auf P. ausiibt. Es 
liegt vielmehr nahe, anzunehmen, da® das wirksame Thrombin sich von 
dem unwirksamen Prothrombin chemisch gar nicht unterscheidet, sondern 
als Thrombin nur im freien wirksamen Zustand vorliegt, wahrend es als 
Prothrombin an andere Plasmakolloide adsorptiv gebunden und dadurch 
fiir gewisse Reaktionen unwirksam geworden ist. Hiernach miiBte, falls die 
Affinitat von P. zum Thrombin gréfer ware als diejenige von Kolloiden, 
die das Thrombin im Plasma gebunden halten, eine Verdrangung des 
Thrombins von diesen Kolloiden ‘erfolgen zugunsten einer Adsorption von 
Thrombin an P. Hierdurch wiirden die P. dann genau so geschadigt wie 
durch das im Serum bereits frei vorkommende Thrombin, nur wire diese 
Schadigung nicht so plétzlich zu erwarten. Dies steht mit den gefundenen 
Tatsachen in guter Ubereinstimmung. 

Ein weiterer Beweis fiir diese Auffassung konnte folgendermafen er- 
bracht werden. Vergleicht man die Wirksamkeit von Heparinplasma mit 
der von Citratplasma, die aus dem gleichen Blut stammen, so hat Citratplas- 
ma immer eine starkere Paramazienwirkung als Heparinplasma. Dies 
auBert sich aber weniger im Endeffekt der erreichten Wirkung, wie sie 
etwa nach einer Einwirkung von einem Tag zu beobachten ist, als vielmehr 
dadurch, daB die gleichen Veranderungen durch Citratplasma rascher aus- 
gelést werden als durch Heparinplasma. Da durch Heparin die Affinitat 
des Thrombins zu gewissen Serumkolloiden (Albumin) gesteigert werden 
soll, was nach Citratzusatz nicht der Fall ist, [10] findet diese Beobachtung 
eine zwanglose Erklarung. Noch viel deutlicher ]aBt sich diese Vorstellung 
folgendermaBen beweisen. Bei der Herstellung von Thrombin nach der 
Methode von MELLANBY und BLEIBTREU erhalt man zunichst beim Ver- 
diinnen des Plasmas mit angesdiuertem Wasser einen Niederschlag von 
Fibrinogen, Plasmaglobulinen und Prothrombin, der durch wiederholtes 
Suspendieren in einer groBen Menge Wassers weitgehend von anderen 
PlasmaeiweiBen gereinigt wird. Durch Zusatz von Kochsalz laBt sich der 
hierbei erhaltene gewaschene Niederschlag aus Fibrinogen und Pro- 
thrombin wieder lésen und durch Zusatz von Thrombokinase und CaCl, 





244 Fritz KnicuHe-: 


zur Gerinnung bringen, wobei ein groBer Uberschu8 von Thrombin en 

steht. Fiigt man in zwei Proben zu je 1 ccm Paramazienkultur je 0,2 cc: 

der nach erfolgter Gerinnung erhaltenen Thrombinlésung sowie eine 
gleiche Menge der Prothrombin-Fibrinogenlésung in der 2. Probe, so tritt 
in 1 bereits nach 2-3 Min. eine véllige Lahmung der P. ein, wahrend 
erst nach Stunden die gleiche Erscheinung in 2 erkennbar wird. Wahren« 
also das freie Thrombin sofort seine Wirksamkeit entfaltet, bendtigt es in 
seiner Bindung als Prothrombin hierzu eine wesentlich langere Zeit. 
‘Der Unterschied in der Wirkung ist etwa der der vorher geschilderten von 
Serum und Plasma vergleichbar. 

Da die Wirksamkeit des Thrombins auf das Fibrinogen gerade in letzter 
Zeit wieder als eine fermentative aufgefaBt wird, liegt es nahe, eine solch: 
auch fiir seine Wirkung auf P. anzunehmen. Es wurde deshalb untersucht, 
ob P. tiberhaupt durch proteolytisch wirksame Fermente angreifbar sind. 

Hierzu wurde zu Paramazienkulturen ein PreBsaft aus frischen Kanin 
chenpankreas, eine konzentrierte Lésung von Pankreontabletten, reines 
Trypsin, jeweils durch Extrakt aus Darmschleimhaut aktiviert, Papain 
und Pepsin zugesetzt — alle bei neutraler Reaktion. Es zeigte sich in 
keinem der Ansatze ein EinfluB auf P. Falls diese gegeniiber proteoly 
tischen Fermenten empfindlich waren, hatte zumindest nach Zusatz von 
Pankreasextrakt, Pankreon und Trypsin eine Schadigung eintreten miis- 
sen. Es handelt sich also offenbar bei der Thrombineinwirkung auf P. 
nicht um eine fermentativ-proteolytische, sondern mehr um eine kolloid- 
chemisch-adsorptive. 

In diesem Sinne spricht auch die Tatsache, daB durch Zusatz von ge- 
eigneten Serumkonzentrationen lange Zeit véllig gelahmte P. sich voll- 
kommen wieder érholen kénnen. Eine Erholung der P. bis zur Norm fand 
sich immer dann, wenn die Tiere nach 12 Stunden nicht aufgelést waren. 
Sie trat in einigen Fillen sogar noch nach einer Lahmungsdauer von 3 Ta- 
gen wieder ein. 

- Abgesehen von dieser schadigenden Wirkung auf P. konnte ROssLE nach 
Einwirkung von Immunserum immer eine lockere Verklumpung der Tiere 
feststellen. Diese kann jedoch nach eigenen Feststellungen auch bereits 
nach Zusatz von Normalserum beobachtet werden. In Versuchen, die in 
anderer Fragestellung durchgefiihrt wurden, lieB sich zeigen, daB Ca 
Ionen eine stark agglutinierende Wirkung auf P. ausiiben auch in Konzen 
trationen, in denen diese sonst noch keine erkennbaren Schadigungen 
erzeugen, wahrend K-Ionen sowohl die Wirkung von Ca als auch die agglu- 
tinierende Wirkung von Normalserum und Immunserum aufheben. Reines 
Thrombin wirkte am starksten agglutinierend. 

Wie weit diese Beobachtungen geeignet sind, auch fiir die Theorie der 
Blutgerinnung SchluBfolgerungen zu ziehen, soll in einer anderen Arbeit 
mitgeteilt werden. 
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Experimentelle Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 


Die Wirkung von Normalseren auf P. beruht auf dessen Gehalt an Throm- 
bin. Einfliisse auf das Serum, die dessen Thrombinaktivitét vermindern, 
schwachen gleichermaBen auch seine schadigende Wirkung auf P. Durch 
Lignin, was mit Thrombin eine bei neutraler Reaktion ausflockende Ver- 
bindung eingeht (Adsorption), 1aBt sich die Wirkung*’von Serum auf P. 
aufheben. Zusatz von reinem Thrombin zu Hitze-inaktiviertem Serum 
stellt dessen urspriingliche Wirksamkeit wieder her, oder erhdht diese 
sogar. Reine Thrombinlésung wirkt genau so wie hochaktives Serum. 
Prothrombin ist als solches nicht wirksam, gibt aber wahrscheinlich 
langsam an P. wirksames Thrombin ab. Die erkannte Wirkung auf P. 
ist keine proteolytische, sondern wahrscheinlich eine Schadigung durch 
adsorptive Bindung von Thrombin an die Paramazienoberflache. 
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Die Wirkung von Thrombin 
auf die Blutkérperchensenkung. 


Von 
Fritz KNUcHeE.. 


Mit 1 Abbildung im Text. 


(Eingegangen am 4. Januar 1947.) 


Die hier mitzuteilenden Beobachtungen nehmen ihren Ausgang von 
kiirzlich mitgeteilten Beobachtungen [1], wonach dem Thrombin nicht 
nur die Eigenschaft zukommt, in spezifischer Weise auf Fibrinogen im 
Sinne einer TeilchenvergréBerung einzuwirken, sondern offenbar ganz 
allgemein einen solchen Einflu8 auf kolloidal disperse Teilchen zeigt. 
DaB auch grébere, als kolloidal dispergierte Teilchen, z. B. Ton-, Feld- 
spat-, Glasstaub-Suspensionen durch Thrombin agglutiniert werden und 
dadurch deren Suspensionsstabilitat vermindert wird, wurde ebenfalls be 
reits beschrieben. Es lag deshalb nahe zu untersuchen, ob auch Suspen- 
sionen von Erythrocyten durch Zusatz von Thrombin eine Abnahme ihrer 
Stabilitat erfahren. 

Hinweise auf einen solchen Einflu8 fanden sich in den zusammenfassen- 
den Darstellungen [2-10] keine, mit Ausnahme einer Bemerkung von 
Wou.iscu und Bounen [11], die einen Zusammenhang mit der Blut- 
gerinnung vermuten, ohne allerdings dem Thrombin eine entscheidende 
Rolle beizumessen. 

Das zu den Untersuchungen verwandte Thrombin wurde aus Rinder- 
oxalatblut nach der Methode von MELLANBY, HOWELL, ATZLER und 
BLEIBTREU [12] hergestellt. Der EiweiBgehalt von gereinigten Thrombin- 
lésungen war so gering, daB mit den iiblichen EiweiBproben nur eine 
Opaleszens, und nach Stunden eine eben sichtbare ganz kleinflockige 
Koagulation auftrat; letztere blieb dann.ganz aus, wenn das Rohthrombin 
dreimal mit Aceton umgefallt war, was aber nur einige Male erfolgte, da 
hierbei die Gerinnungsaktivitét (Konzentration) der Thrombinlésung sehr 
gering wurde. Die Gerinnungsaktivitat wurde nach den iiblichen Verfahren 
dadurch ermittelt, daB Oxalatblut im Verhaltnis 1:1 mit Thrombin ge 
mischt und die Zeit bis zum Eintritt einer gallertigen Konsistenz ermittelt 
wurde. Zu den Versuchen wurden nur solche Praparate verwandt, deren 
so gemessene Gerinnungsaktivitat 30Sek. nicht iiberschritt. Die Bestim- 
mung der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit geschah mit der 
klinisch iiblichen Methode nach WESTERGREEN. 
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Experimenteller Teil. 


Citratblut, defibriniertes Blut oder gewaschene Blutkérperchen vom 
Menschen, Kaninchen, Schwein, Rind und Pferd wurden im Verhiltnis 
1:1 mit Thrombinlésung in 0,85°% NaCl-Lésung und jeweils in einer 
Kontrolle mit 0,85%, NaCl-Lésung ohne Thrombin gemischt und die Sen- 
kung alle 15 Minuten bis zu 2 Stunden abgelesen. Da Citratblut nach 
Zusatz von Thrombin gerinnt, wurde, falls dieses als Test benutzt wurde, 
eine Spur Heparin in Substanz zugesetzt (1 mg auf 10 ccm), sowie eine 
Kontrollprobe, in der nur Heparinzusatz erfolgte, mit angesetzt. Das Er- 
gebnis eines solchen Versuches, der mit einer sehr aktiven, einmal mit 
Aceton gereinigten Thrombinlésung angesetzt wurde, sei als Beispiel fiir 
den Ausfall der Versuche vorangestellt. 

Es wurden folgende 8 Proben vorbereitet: 

.2cecm Kaninchencitratblut + 2 ccm 0,85% NaCl-Lésung 
.2cecm Kaninchencitratblut + 2 ccm 0,85% NaCl-Lésung + 0,5 mg He- 
parin 
3. 2. ccm defibriniertes Kaninchenblut + 2 ccm 0,85°% NaCl-Lésung 
140, 
tm 
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Abb. 1. Kurven 


4. 2ccm Kaninchencitratblut + 2 ccm Thrombinlésung 

5. 2 ccm defibriniertes Kaninchenblut + 2 ccm Thrombinlésung 

6. 2 ccm defibriniertes Kaninchenblut + 2 ccm Thrombinlésung + 0,5 mg 
Heparin 
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7.2ccm gewaschene Kaninchen-Erythrocyten in 085% NaCl-Lésun- 
+ 2cecm Thrombin 

8.2ccm gewaschene Kaninchen-Erythrocyten + 2ccm 0,85% NaC! 
Lésung. 

Wahrend in allen Proben, in denen kein Thrombinzusatz erfolgte, ein 
gleich langsame Senkung beobachtet wurde, wie es fiir Kaninchenblut 
bekannt ist — 1, 2, 3 und 8 — ist in allen Proben mit Zusatz von Thrombin 
eine extrem starke Beschleunigung der Senkung zu erkennen. Am stark- 
sten sind die gewaschenen und in 0,85% NaCl-Lésung suspendierten 
Erythrocyten in ihrer Senkungsgeschwindigkeit beschleunigt. Hierbei 
waren bereits nach 5 Minuten grobkérnige Erythrocytenkliimpchen ent 
standen, die mit bloBem Auge leicht erkennbar, sedimentierten. Auch noch 
sehr stark, aber mit einer gewissen Latenzzeit (etwa 15-20 Minuten) 
senkten sich die Erythrocyten im Citratplasma. Im fibrinogenfreien defibri- 
nierten Blut, das bekanntlich auch sonst eine langsamere Senkung auf 
weist als Plasma, ist die Wirkung des Thrombins auch noch deutlich, aber 
erst nach einer noch langeren Latenzzeit (45 Minuten). In jedem Falle be 
wirkt also Thrombin eine starke Senkungsbeschleunigung, sowohl in An- 
wesenheit der normalen SerumeiweiSkérper als auch besonders stark auf 
gewaschene Erythrocyten. 


In anderen Versuchsreihen wurde dieser durch Thrombinzusatz zu 
erzielende senkungsbeschleunigende Effekt mit anderen, als Senkungs- 
beschleuniger bekannten Substanzen, verglichen. Hierbei wirkten Gummi 
arabicum und Rizin nach Kopert sehr stark, blieben-aber in jeder an- 
gewandten Konzentration hinter gut gerinnungsaktiven Thrombinpra- 
paraten zuriick. 

Diese Versuche waren ein einwandfreier Beweis fiir die senkungs- 
beschleunigende Wirkung von Thrombin, wenn bewiesen ware, daB in der 
angewandten Thrombinlésung keine Beimengungen enthalten waren, dic 
diesen Effekt verursacht haben kénnen. Ein direkter Beweis hierfiir ist 
aber nicht zu fiihren, da es bisher nicht gelingt, chemisch reines Thrombin 
zu isolieren. Die gezogene SchluBfolgerung muB also dahin eingeengt 
werden, daB die Substanz, die man nach dem angegebenen Darstellungs 


verfahren als Thrombin zu bezeichnen pflegt, die geschilderte Wirkung aut 


die Blutkérperchensenkung ausiibt. 

Indirekt ]a8t sich wohl die Wahrscheinlichkeit, daB wirklich das ge- 
rinnungsaktive Thrombin der maBgebende Faktor ist, dadurch steigern, 
da8 man Thrombin von verschieden hoher Gerinnungsaktivitaét mit seiner 
senkungsbeschleunigenden Kraft vergleicht. 


Aus allen, in dieser Fragestellung durchgefiihrten Versuchen ergab sich 
nun eine véllige Parallelitat dieser beiden Wirkungen. Je hdher die ge- 
rinungsaktive Wirkung der verwandten Thrombinlésung war, um so 
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sirker war auch deren Einflu8 auf die Senkungsgeschwindigkeit der roten 
lutkérperchen. 

Zusatz von Substanzen zum Thrombin, die als Antithrombin bekannt 
sind, hemmten im gleichen MaBe wie die Gerinnungswirkung auch den 
senkungsbeschleunigenden EinfluB auf Erythrocyten. Heparin, dessen 
inaktivierende Wirkung gegeniiber Thrombin nur in Anwesenheit von 
SerumeiweiBkérpern auftritt, aber dann, wenn es einer reinen Thrombin- 
lésung zugesetzt wird, in sonst gut wirksamer Konzentration keine vollige 
Aufhebung der Gerinnung bewirkt, erwies sich auch als Zusatz zu Citrat- 
oder defibriniertem Blut immer nur hemmend, aber nie ganz inaktivierend 
auf die senkungsbeschleunigende Wirkung des Thrombins. Lignin, wel- 
ches, wie anderenorts genauer beschrieben wird — als Antithrombin da- 
durch wirkt, daB es mit diesem eine Fallung ergibt, hebt in entsprechenden 
Konzentrationen sowohl die Gerinnungsaktivitét als auch die senkungs- 
beschleunigende Wirkung des Thrombins teilweise oder ganz auf. Ebenso 
verhalt sich Thrombin, das durch Einwirkung verschieden hoher Tempe- 
raturen mehr oder weniger viel von seiner Aktivitat eingebiiBt hat (s. Tab. 1). 


Tabelle 1. 











- 0 


2ccm defibriniertes Blut + 1ccm 0,85%, NaCl- 
- Lésung : 

2cecm defibriniertes Blut - + 1ccm “‘Thrombin- La dsung 

2ccm defibriniertes Blut + 1 ccm Thrombin-Lésung 
+ 0,1 g Heparin 

2ccm defibriniertes Blut + 1 ccm ‘TheombBin- Losung 
+ 0,1 g Hirudin ‘ 

2ccm defibriniertes Blut + 1 ccm “‘Thrombin- L dsung 
30'56° erw. 








Will man also hiernach nicht die sehr unwahrscheinliche Annahme 
machen, daB eine Verunreinigung des Thrombins die geschilderte Wirkung 
verursacht, die sich aber im iibrigen sowohl beziiglich der Gerinungs- 
aktivitat als auch beziiglich dessen BeeinfluBbarkeit durch physikalische 
und chemische Einwirkungen diesen véllig gleich verhalt, so ist tatsachlich 
das Thrombin als fiir die Senkungsbeschleunigung verantwortlich anzu- 
sehen. — 

Wie weit die hier mitgeteilten Beobachtungen mit als Erklarung fiir die 
klinisch beobachteten Senkungsunterschiede herangezogen werden k6n- 
nen, laBt sich z. Zt. schwer entscheiden. Das Citratplasma enthalt normaler- 
weise nur Spuren von wirksamem Thrombin, die kaum eine ausschlag- 
gebende Bedeutung haben kénnen. Nach der Vorstellung einiger Forscher 
(zusammenfassende Literatur s. bei WOHLICH [9 u. 10}) besteht aber zwi- 
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schen Prothrombin, welches im Plasma bereits praformiert vorhanden is! 
und Thrombin kein prinzipieller Unterschied. Im Plasma soll Throm})in 
nur adsorptiv an andere EiweifBe gebunden sein und dadurch seine Wirkung 
auf Fibrinogen nicht frei entfalten kénnen. Es ist aber sehr wohl vorste'] 
bar, daB dessen Adsorptionsaffinitat gegeniiber Erythrocyten gréBer ist, 
als die gegeniiber diesen EiweiBen und gegeniiber Fibrinogen, und somit 
der senkungsbeschleunigende Effekt bereits vorhanden ist, bevor Fibrinogen 
eine Anderung erfahrt. 

Einige klinische Beobachtungen sprechen .zugunsten dieser Annahme. 
Bei allergischen Krankheiten oder im anaphylaktischen Schock wird so- 
wohl eine verlangsamte Blutkétperchensenkung als auch eine verzégerte, 
bis aufgehobene Gerinnung beobachtet. Bei vielen mit hoher Blutsenkung 
einhergehenden Infektionskrankheiten findet man haufig eine besonders 
groBe Neigung zu Thrombosen, also zu intravasaler Gerinnung. Genaue 
Messungen iiber die Blutgerinnungszeit bei Infektionskrankheiten mit 
abnorm hoher Senkung liegen leider zum Vergleich nicht vor. Es sol! 
hiermit aber nicht etwa bestritten werden, daB die anderen senkungs- 
andernden Einfliisse (Globulin-Albuminquotient, Erythrocyten-Zahl und 
-Form usw.) nicht ebenfalls wirksam sind, diesen wiirde hiernach nur ein 
weiterer Faktor hinzugesellt werden miissen, dessen ursachliche Bedeutung 
sehr groB sein kann. 


Zusammenfassung. 


An Hand einiger Kurven wird gezeigt, da8 Thrombin eine starke Blut- 
kérperchensenkungsbeschleunigung verursacht. Diese Wirkung wird mit 
einer allgemein koagulierenden Eigenschaft des Thrombins iibereinstim 
mend gefunden, Den gelaufigen Ursachen fiir klinisch beobachtete Be 
schleunigungen der Blutkérperchensenkung wird eine Komponente hin 
zugefiigt, die vor allem in Beziehung auf die gleichzeitigen Veranderungen 
der Blutgerinnung wichtig sein kann. 
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Uber einen Brenztraubensidure beeinflussenden 
Faktor in Insulinlésungen. 


Von 
Hans W. Scumipt. 


(Aus der ehemaligen Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin. 


( Eingegangen.am 31. Juli 1944.) 


Bei Glykolyseversuchen unter geringem Luftzutritt mit gewaschenen 
roten Blutkérperchen vom Menschen beobachtet man nach einigen Stunden 
Bebriitung eine Anhaufung von Brenztraubensiure (BTS.). Dabei be- 
stehen zwischen Ansatzen mit Ringerlésung und solchen mit Glucose- 
ringerlésung deutliche Unterschiede. Es sammeln sich bei Suspension 
der Erythrocyten lediglich in Ringerlésung erheblich gréBere Mengen von 
Brenztraubensaure an als bei Aufschwemmung in Glucoseringerlésung 
(Tabelle 1 sowie Scumipt). Dieser Umstand 1aBt sich dadurch erklaren, daB 
ohne Kohlenhydratzusatz ein Wasserstoffdonator fiir die Reduktion der 
Brenztraubensaure zu Milchsiaure fehlt oder doch zumindest nicht in aus- 
reichendem Mafe bei Verwendung von gewaschenen roten Blutkérperchen 
zur Verfiigung steht. Bei Anwesenheit von Glucose dagegen kann die sich 
hieraus gleichfalls bildende Glycerinphosphorsaure den Hg liefern. Die 
Brenztraubensaure wird zu Milchsdure reduziert und daher nur in ge- 
ringen Mengen nachgewiesen. 


Tabelle1. Bildung von Brenztraubensdure durch menschliche rote Blutkirperchen 
unter Luftzutritt nach 4 Stunden bei 37°. 





Protokoll- Brenztraubensaure in y/ccm Protokoll- Brenztraubensaure in y/ccm 
nummer Ringer Ringerglucose nummer Ringer Ringerglucose 





7,6 
9,8 
4,1 
3,1 
4,1 


12 36,3 7,0 
13 26,8 4,1 
14 40,3 3,8 
16 32,1 6,6 
17 28,0 13,5 
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In Untersuchungen iiber den EinfluB von Insulin auf den Brenztrauben- 
siureumsatz durch menschliche Erythrocyten machten wir nun die Be- 
obachtung, daB die in Ringerlésungsansatzen ohne Glucosezugabe zu er- 
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wartende Anreicherung von Brenztraubensaure bei Anwesenheit 
Insulin ausblieb. D. h. es trat dieselbe Wirkung ein, als ob Zucker in ¢ 
Beren Mengen anwesend gewesen ware (Tabelle 2). 


Tabelle 2. Bildung von Brenztraubensdure durch menschliche rote Blutkirperc) 
in Ringeransdtzen ohne und mit Insulin nach 4 Stunden bei 37°. 





Protokoll Brenztraubensaure- Insulin- Protokoll Brenztraubensaure- Insulin- 
menge in y/ccm menge * be menge in y/ccm menge 
nummer nummer 


ohne Insulin! mit Insulin] Einheiten ohne Insulin’ mit Insulin | Einheiten 





| | 
60 | 59 2,5 
7,0 0,2 
4,4 0,2 
4,7 0,2 
9,1 0,25 
2,3 0,2 
6,4 0,025 
9,8 0,025 


° 


0,025 
0,002 5 
0,0025 
0,002 5 
0,0025 
0,0002 5 
0,0002 5 
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Der Effekt war mit einer Insulinmenge von 2,5 Einheiten bis weniger 
als 0,025 Einheiten pro ccm Ansatz bei Verwendung von 1 ccm Erythro 
cyten’in 4ccm Reaktionsmischung nachzuweisen. Die Versuche wurden 
zunichst mit einem Handelspraparat, dem léslichen Altinsulin Bayer an 
gestellt, bestatigten sich jedoch auch fiir Altinsuline anderer Herkunft wi: 
BRUNNENGRABER und DeGewop. Die Priifung von Depotinsulin Bayern 


verlief ebenfalls positiv; wahrend mit Depotinsulin Nowo nur schwach: 
Wirkung zu erzielen war. 


Der Effekt beruhte nicht auf einer py-Verschiebung durch Zugabe der 


sauren Insulinlésung. Eine meBbare Reaktionsainderung im Ringerpuffe: 
trat im tibrigen bei Anwendung so geringer Mengen wie 0,025 Einheiten 
iiberhaupt nicht ein. Die kolorimetrische Bestimmungsmethodik der BTS. 
wird durch Insulin nicht beeinfluBt. Die im Insulin vorhandenen SH-Grup 
pen diirften keine Rolle spielen, da die Priifung mit red. Glutathion, Cystein 
auch Cystin in verschiedenen Konzentrationen negativ verlief. Die Erschei 
nung hat nichts mit der hormonalen Funktion des Pankreasinkretes zu tun, 
denn nach der Zerstérung der endokrinen Wirksamkeit der Praparate durch 
Ultraviolettlichtbestrahlung oder durch Natronlauge blieb sie erhalten. 
Der Faktor war in erkennbaren Mengen nur im Handelsinsulin ent 
halten. Die Priifung mit reinem, kristallisierten, mir von der Firma Bayer 
in dankenswerter Weise iiberlassenen Insulin ergab den Effekt nicht in 
eindeutiger Weise (Tabelle 4). Es mu8te daher angenommen werden, da!) 
es sich bei dem hier besprochenen Faktor entweder um einen Zusatz zu: 
iiblichen Handelsinsulin oder aber um eine aus den Pankreasextrakten 
stammende Verunreinigung handelte. Das als ein Antisepticum des In 
sulins (Standardpraparat) verwendete Trikresol erwies sich als indifferent. 
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Der Nachweis geringerer Brenztraubensiuremengen im Ansatz mit 
insulin konnte einmal auf einer gehemmten Bildung zum anderen auf ver- 
mehrtem anaerobem oder oxydativem Abbau der Saéure beruhen. Bekannt 
ist die oxydationssteigernde Wirkung kleiner Insulinmengen im Gewebe 
(U.S. v. EuLter, Kress und EaGieston). Andererseits fand ToENNISSEN 
den Abbau der BTS. am isolierten Séugetiermuskel durch Zugabe kleiner 
Insulindosen fast vollig aufgehoben. Gleichzeitige Milchsiurebestimmungen 
ergaben nun in den Versuchen mit Insulin héhere Ausbeuten als ohne 
Insulin (Tabelle 3). Das sprach fiir eine verstairkte Reduktion der Brenz- 
traubensdure unter den angewandten Versuchsbedingungen. Hinsichtlich 
der Beurteilung ist zu beriicksichtigen, dab die verwendeten Insulin- 
praparate selbst schon etwas Milchsiure enthielten. Wir fanden im Durch- 
schnitt in 2,5 Einheiten Altinsulin etwa 60. Diese Menge wire bei den 
in der Tabelle angefiihrten Werten bei Verwendung von 2,5 Einheiten pro 
cem Ansatz in Abzug zu bringen. Sie fallt bei Versuchen mit dem zehnten 
Teil dieser Dosis kaum, bei noch weniger iiberhaupt nicht ins Gewicht. 
Ebensowenig spielen die vor der Bebriitung vorhandenen Lactatmengen 
eine Rolle. Sie sind, da sie im Bereich der Fehlergrenze der Bestimmungs- 
methodik (== Leerwert) liegen, ebensowenig wie die vorher vorhandenen 
BTS.-Mengen eigens aufgefiihrt. Die ermittelten Milchséuremengen ent- 
sprechen nicht aliquoten Teilen verschwundener BTS., da es sich bei der 
Milchséure um ein Endprodukt der Glykose, bei der BTS. dagegen um 
eine Durchgangsstufe handelt. 

Der Befund niedriger BTS.- und héherer Milchsiuremengen in Ringer- 
ansdtzen mit Insulin schien somit, wie gesagt auf eine vermehrte Reduktion 
der BTS. gegeniiber Ansatzen ohne Insulin hinzuweisen. Wir hatten die 
Vermutung, daB es sich bei dem wirksamen Faktor um Cozymase bzw. 
Dihydrocozymase handeln kénne. FREUDENBERG und DirscHEeRL haben 
bereits darauf aufmerksam gemacht, da8 Insulinpraparate diesen Fer- 
mentanteil als Verunreinigung enthalten kénnen, nachdem VirTANEN und 
KarsTROM festgestellt hatten, daB cozymasefreie Praparate aus Milch- 


Tabelle 3. ABrenztraubensdure- (BTS.) und Milchséiure- (MS.) bildung in 
Ringeransdtzen roter Blutkirperchen ohne und mit Insulin nach 4 Stunden bei 37°. 





Protokoll- Brenztraubensaure in y/ccm Milchsaure in y/ccm Insulinmenge 
nummer ohne Insulin mit Insulin ohne Insulin mit Insulin Einheiten 





9,2 76 
3,9 48 
8,5 42 
6,6 50 
4,1 30 
7,1 64 
5,1 75 
11,1 
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Tabelle 4. Brenztraubensdure in Ringeransdtzen von roten Blutkirperchen 
Verwendung kristallisierten Insulins nach 4 Stunden bei 37°. 





Brenztraubensaure in y/ccm Insulinmenge 


Kk: 
Protokollnummer iin aie hie mit Insulin Einheiten 





23,7 19,2 

15,3 
95 13,6 17,5 
18,1 
96 5, 11,8 
97 2, 12,9 
98 0,6 12,6 
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saurebacterien nach Zusatz von Insulin zu garen vermochten. Es wiire 
daher bei unserer Beobachtung die Reduktion anfallender BTS. durch 
Dihydrocozymase (COH,) in Frage gekommen: 

CH,COCOOH (BTS.) + CoH, > CH,CHOHCOOH (MS.) + Co. 
In Garansatzen mit gewaschener Trockenbierhefe (Apozymasepriparat) 
zeigten unsere Insulinpraparate jedoch nur sehr schwache oder gar keine 
aktivierende Wirkung (WarBURG-Methodik). 

Da der‘Effekt jener Wirkung glich, die in gleichen Ansatzen mit Glucose 
zur Beobachtung kam, lag schlieBlich der Verdacht nahe, daB das Insulin 
Glucose oder Abbauprodukte derselben wie Triosephosphorsauren ent- 
halten kénne. Dieser Verdacht hat sich bestatigt. Konnten wir selbst bereits 
eine erhebliche Reduktionskraft der Insulinlésungen mit Kaliumferricyanid 
feststellen, so teilte uns die Firma Bayer auf Anfrage in entgegenkommender 
Weise mit, daB das Altinsulin tatsachlich Glucose enthalte. Wir stellten 
eine Konzentration von etwa 3% fest. Damit war die von uns bemerkt: 
BTS. reduzierende Wirkung in Insulinlésungen einwandfrei aufgekliirt. 
Als H-Donator fiir die Reduktion der BTS. fungierten eben nichts anderes 
als Abbauprodukte (Triosephosphorsauren) aus der Glucose des Insulins. 
Begreiflicherweise wies daher reines Insulin keine derartige Wirkung aut. 


Versuchsteil. 


Rote Blutkirperchen. Blut von Patienten mit verschiedensten Krankheiten 
Erythrocyten gewonnen durch viermaliges Waschen des Oxalatblutes auf der 
Zentrifuge mit steriler Ringerlésung. 

Ringerlisungen. a) Ringerlésung durch Kochen sterilisiert. py 7,2. b) Ringer- 
lésung mit 200 mg %, Glucose durch Kochen sterilisiert. 

Insulinlésung. Frisch bezogene Packungen der iiblichen Handelsinsuline. 
welche gewodhnlich 20 bis 40 Einheiten pro ccm enthalten. Verdiinnung mit 
steriler Ringer- bzw. Ringerglucoselésung, so daB 0,5 ccm jeweils die gewiinschte 
Anzahl Insulineinheiten enthielt. — Reines kristallisiertes Insulin BAYER: 0,0045 
in 3,0 ccm n/50 HC! gelést, sofort mit 3,0 ccm n/50 NaOH genau neutraliisert und 
mit 4ccm Ringerlésung verdiinnt. 1 ccm enthielt 10 Einheiten Insulin. 
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Ansdatze. In kleinen mit Zinnfolie leicht bedeckten Reagensglaschen. Ringer- 
ansatze: 3 ccm Ringerlésung + 1 ccm Erythrocyten. Ringerinsulinansatze: 2,5 ccm 
Ringerlésung + 0,5 ccm Ringerinsulinlédsung + 1ccm Erythrocyten. Ringer- 
glucoseansatze entsprechend. 

Bestimmungen. Brenztraubensaurebestimmung mit je 0,2 ccm der Reaktions- 
mischung nach der kolorimetrischen Methode von Lu, modifiziert fiir Ablesung 
im Polaphot. — Milchsaure titrimetrisch nach Firtu, CHarnass. Samtliche An- 
sitze liefen in véllig getrennten Kontrollgangen. Die Zahlenangaben bedeuten 
Mittelwerte daraus. Es wurde aseptisch gearbeitet. Keine desinfizierenden Zu- 
satze. 


Zusammenfassung. 


Es wird iiber einen Brenztraubensaure reduzierenden Faktor im Han- 
delsinsulin berichtet, der jedoch nichts mit der endokrinen Wirksamkeit 
der Praparate zu tun hat, sondern auf dem Insulin beigemengte Glucose 
zuriickzufiihren ist. 


Literatur. 
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913 (1938). -— Lu, G. D.: Ebenda 33, 249 (1939). — Scumipt, H. W.: Z. Krebs- 
forsch. 54, 170 (1943). - ToENNISSEN: Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 454, 1926. — 
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( Eingegangen am 27. Marz 1944.) 


Verfolgt man die Autoxydation von Fetten in Lebensmitteln wie Butter 
[1], Fettgewebe [2, 3] oder Eidotter [4], so ergibt sich, daB die bei 
reinen Fetten oder Fettsiuren auftretenden Peroxyde hier entweder iiber 
haupt nicht entstehen, einen bestimmten kleinen Wert nicht iiberschreiten 
oder bald wieder verschwinden. Die Starke der Autoxydation kann bei 
geringer Entwicklung der Peroxyde nur dann beurteilt werden, wenn man 
iiber einen gréBeren Zeitraum laufend alle Veranderungen feststellt {5}. 
Treten jedoch keine titrimetrisch nachweisbaren Peroxyde, auf, so bestinde 
theoretisch die Méglichkeit, den Umfang der Autoxydation durch die Be 
stimmung der Sauerstoffaufnahme zu messen, was aber voraussetzt, dal} 
das Lebensmittel langere Zeit beobachtet wird. Es war daher naheliegend 
daB man sich wieder starker der Beobachtung einfacherer Stoffgemische zu 
wandte, um auf diese Weise zu erfahren, wie sich das Fett in Lebensmitteln 
und Naturstoffen wahrend der Lagerung oder technischen Behandlung 
verhalten kénnte. Da bei normaler Temperatur und im Dunkeln sich nur 
ein verschwindend kleiner Anteil des Fettes (0,01 bis 0,1%) zersetzt. 
wurde fiir die Untersuchung eine Reihe von Voraussetzungen geschaffen, 
‘um den Prozentsatz autoxydierten Fettes wesentlich zu erhéhen und da 
durch leichter meBbar zu gestalten. 


Dies wird erreicht durch 
reine, wasserfreie Fette bzw. Ester, 
stark vergréBerte Oberfliche gegeniiber Luft: 
a) Stehversuch in Petri-Schalen, 
b) Durchleiten von Sauerstoff, 


{1] Krermeier, F.: Molkerei-Ztg. (Hildesheim) 53, 861 (1939). 

[2] Krermerer, F. u. R. Hess: Z. ges. Kalteindustrie 46, 91, 111 (1939). 

[3] Krermeier, F.: Vorratspflege u. Lebensmittelforsch. 2, 471 (1939). 

[4] Krermeser, F. u. R. Hetss: Z. Unters. Lebensm. 76, 531 (1938); G. KArss 
u. F. Krermeier: Z. ges. Kalteindustrie 46, 174, 185 (1939). 

[5] Krermeier, F. u. K. Tauren: Fette u. Seifen 45, 487 (1938). 
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erhéhte Temperatur (60 bis 100°) und 
Strahlenenergie : 

a) Tageslicht (Nordfenster eines Zimmers), 

b) ultraviolettes Licht (Hanauer Quarzlampe). 

Unter diesen, in verschiedener Weise kombinierten Bedingungen 
wurde die Lésung einer Reihe von Fragen in Angriff genommen, wobei 
sich zeigte, daB die Ergebnisse je nach den Versuchsbedingungen ver- 
schieden ausfallen kénnen; hierfiir bietet die Arbeit von Diemain, LupWwiG 
und Wess [1] anschauliche Beispiele. Die Versuche werden also den 
praktischen und natiirlichen Verhiltnissen nicht gerecht, wofiir wir [2] 
schon einmal in Vergleichsversuchen mit Butter hinwiesen. 

Wie miissen nun die Bedingungen sein, damit Versuch und Erfahrung 
miteinander in Einklang stehen? Hierfiir scheint uns notwendig zu sein, 
da® die von auBen und innen auf das Fett einwirkenden Faktoren im 
Modellversuch den praktischen und natiirlichen Verhaltnissen ahnlich 
gestaltet werden. Die Autoxydation kann demnach bei verschiedenen Pro- 
blemen, wie EinfluB der Lagerung oder der technischen Behandlung, nicht 
auf die gleiche Weise verfolgt werden. Will man z. B. das Verhalten eines 
wasserléslichen Stoffes in einem fetthaltigen Lebensmittel studieren, so 
ist és nicht angangig, den Stoff in einem organischen Lésungsmittel auf- 
zunehmen und dem Fett in dieser Form einzuverleiben. Das auf diese 
Weise erzielte Ergebnis ist nur fiir diese Versuchsbedingung giiltig. Die 
einzig mégliche Form fiir das angefiihrte Beispiel ware eine Fettemulsion 
gewesen, bei der der zu untersuchende Stoff in der wasserigen Phase gelést 
ist. Handelt es sich um einen Biokatalysator, so muB zusatzlich noch ein 
bestimmter py-Wert eingestellt werden, da die Méglichkeit besteht, daB 

sich mit der py-Stufe auch die Reaktionsrichtung andert. Nach diesem 
Gesichtspunkt untersuchten wir den EinfluB von Katalase auf die Autoxy- 
dation eines emulgierten Fettes mit dem Ergebnis, daB die Katalase die 
Autoxydation eines Fettes hemmt. Dies war schon friiher von Coe [3} 
mit wesentlich einfacherer Versuchstechnik ebenfalls festgestellt worden. 
Der Entdecker hatte dafiir ein U.S.A.-Patent erworben, welches besagte, 
daB durch den Zusatz katalasehaltiger Stoffe die Haltbarkeit fetthaltiger 
Lebensmittel verlangert werden kénne. Diese Beobachtungen wurden 
von TAUFEL und MULter [4, 5] mit verbesserter Technik bestatigt. Bei 
der allgemein bekannten Empfindlichkeit von Biokatalysatoren gegeniiber 
Milieueinfliissen war es jedoch nicht glaubhaft, daB die Katalase die ge- 
nerelle Bedeutung fiir die Fettautoxydation haben kann, wie es ihr Cor 


{1] Diemair, W., W. Lupwie u. K. Werss: Fette u. Seifen 50, 349 (1943). 
[2] Kiermeier, F.: Ebenda 47, 564 (1940). 

[3] Coz, M. R.: Vil and soap 15, 230 (1938). 

[4] TAuret, K. u. R. Mivver: diese Zeitschr. 304, 275 (1940). 

[5] Dieselben, ebenda 310, 152 (1941). 
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durch sein Patent zuschreiben wollte. Um den EinfluB von Wirkung und 
Gegenwirkung beobachten zu kénnen, wurde der Fettemulsion mit Kat 

lase noch ein Gegenkatalysator zugesetzt, und zwar wurde Mangan ¢. 
wahlt, weil dieses die Autoxydation von Fett beschleunigt und weil «s 
durch technische Prozesse, z. B. bei Butter mit dem Waschwasser, ein 
geschleppt werden kann. Beim Vorhandensein von Mangan konnten 
wir nun die interessante Feststellung machen (vgl. Tabelle 3), da® der 
Biokatalysator die Autoxydation nicht mehr hemmt, sondern férdert. 
Dieses Ergebnis konnte in weiteren Untersuchungen noch durch sechs 
verschiedene Bestimmungsmethoden als sicher erwiesen werden (vg. 
Tabelle 4). 

Ebenso wie die inneren Bedingungen der Fragestellung angepaft sein 
miissen, sollten es auch die von auBen einwirkenden Faktoren sein. Nur 
dann ist es méglich, einwandfreic 
Grundlagen fiir das Verhalten eines 
Stoffes gegeniiber Fett im natiir 
lichen Verband zu gewinnen. Al 





8 


8 
S 





gesehen von der Oberflaichenver 
groBerung gegeniiber Luft und der 
Strahlenenergie, wird vor allem durch 
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Abb. 1. Der Einfiuf der Temperatur auf das 
Verhaltnis der Reaktionsgeschwindigkeit von 
roher und gekochter Katalase bei der Autoxy- 


Temperaturerhéhung versucht, das 
interessierende Problem in méglichst 
kurzer Zeit zu lésen. DaB das Er- 


dation einer Fettemulsion beim Vorhandensein 
von Mangan. 
(Ky, = Reaktionsgeschwindigkeit roher Katalase, 
Kg = Reaktionsgeschwindigkeit gekochter 
Katalase.) 


gebnis von der Temperatur abhingt, 
zeigen Versuche mit Katalysator und 
Gegenkatalysator bei verschiedenen 
Temperaturen. Aus Abb. 1 geht her 
vor, daB die Wirkung des Biokatalysators in einem bestimmten Temperatur 
bereich umschlagen kann. Die Versuche miissen deshalb jeweils in dem 
interessierenden Temperaturbereich angestellt werden, wobei es nicht zu 
vermeiden ist, daB sich dieselben auf Monate ausdehnen. Der Vorteil 
dieses Verfahrens gegeniiber den sogenannten ,,schnellen Testen‘' be- 
steht darin, daB wirklich allgemeingiiltige, einwandfreie Grundlagen ge 
schaffen werden, auf denen man weiter aufbauen kann. 


Experimenteller Teil. 


Um den EinfluB der verschiedenen inneren und auBeren Faktoren 
auf die Reaktionsrichtung zu beleuchten, wahlten wir als Thema 
,EinfluB der Katalase auf die Autoxydation von Fett‘. Da dieser 
Biokatalysator ausschlieBlich in einem sehr wasserreichen Medium vor 
kommt, galt es, zunachst eine Zusammensetzung zu finden, in der 
Fett, Katalase und Wasser eng vergesellschaftet sind. Dies war die Form 
der Emulsion. 
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Schwierigkeiten bereitete hierbei der fiir vergleichende Untersuchungen er- 
forderliche einheitliche Aufbau der Emulsion. Gerade bei Versuchen, bei denen 
miteinander nicht mischbare Stoffe zur Reaktion gebracht werden sollen, hat die 
Grobe der Fettoberflache entscheidenden EinfluB auf das Ergebnis. Bei der vor- 
liegenden Untersuchung wurde noch mit kleinen Emulgiergefafien (10-20 g Fett) 
gearbeitet, spater gelang es, die Fettmenge auf 1 g und weniger mit dem Objekt- 
vibrator herabzusetzen sowie die Technik einfacher und sicherer zu gestalten [1]. 
Auf diese Weise war es moglich, nicht nur Fett-Wasser-, sondern auch Wasser- 
Fettemulsionen aufzubauen und wertvolle Glyceride wie Triolein und Tristearin 
zu verwenden, wofiir dann bei der Bestimmung der Peroxyde zur Gorpacuschen 
Mikrotechnik [2] iibergegangen wurde. 


1. EinfluB des Puffers auf die Autoxydation. 

Da die Wirkung von Biokatalysatoren auBer vom Reduktions-Oxy- 
dationspotential von der potentiellen Aciditat wesentlich beeinfluBt wird, 
haben wir zunachst die GréBe der Autoxydation der jeweiligen py-Stufe 
studiert. Hierfiir wurden 13,5 g Schweinefett im Thermostaten bei 50° C 
geriihrt, dann in einen Thermostaten von 34°C gebracht, wiederum 
1 Minute bei dieser Temperatur geriihrt, wahrend der sich mit Sicherheit 
die Thermostatentemperatur einstellte, ohne dafs das Schweinefett er- 
starrte. Hierauf haben wir 1,5 ccm des Puffers zugesetzt und nochmals 
10 Minuten geriihrt. Die fertige Emulsion wurde sofort auf eine Petri- 
Schale ausgegossen und erstarrte. SchlieBlich wurde der Ansatz in Proben 
zu 1g in Weithals-Erlenmeyer aufgeteilt und darin breitflachig ver- 
strichen. Eine weitere Reaktionsbeschleunigung wurde dadurch erzielt, 
daB in 1m Entfernung elektrisches Licht (eine Lampe von 60 Watt) 
brannte. In bestimmten Zeitabstiénden haben wir die Peroxydzahl nach 
LEA bestimmt. — Als beste Auswertung ergab sich, die Werte in eine Reak- 
tionsgeschwindigkeitskonstante zusammenzufassen, die durch folgende 
einfache Beziehung gegeben ist: 

XxX 


K mail Oe Lo 





X= Peroxydzahl inccm n/500 Thiosul- t (Std.) | ‘* 
fat, = gesamte Reaktionszeit in Stun- 
den, ¢’ = Dauer der Induktionsperiode 31:3 | 2,88 
in Stunden, die sich graphisch durch 56 —- 3,86 
den Schnittpunkt der Geraden als 79,5 3,82 
Verbindung aller MeBwerte mit der 97 7:34 
Zeitachse ergibt. Als Beispiel sei die 150,5 15,65 
Auswertung eines Versuchs gebracht: 175 18,88 
199 | 26,59 
K = 0,179 f' = 66. 





pH der wisserigen Phase 4,4. 


Alle weiteren Versuche wurden in der gleichen Weise ausgewertet ; 
die Reaktionsgeschwindigkeit kann so ziemlich genau wiedergegeben 
[1] v. ARDENNE, M. u. F. Kiermerer: Fette u. Seifen 48, 619 (1941). 

(2] Gorsacn, G.: Ebenda 47, 499 (1940). 
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werden (Methode der kleinsten Quadrate). Wie Tabelle 1 zeigt, liegt di 
Optimum der Autoxydationsgeschwindigkeit etwa beim Neutralpunkt. 
Ein Versuch mit Glykokollpuffer fiel vollkommen entsprechend au, 
auch hier lag ein Maximum der Entwicklung von Peroxyden beim Neu 
tralpunkt. Damit war aber zunichst geklart, daB innerhalb des Bereich: 


Tabelle 1. LinfluB von Phosphatpuffergemischen in einer Fettemulsion 
auf die Autoxydation des Fettes. 





Reaktions- Induktions- p Reaktions- Induktions- 
| geschwindigkeit K periode ¢’ (Std.) H geschwindigkeitK| periode rt’ (Std. 





0,179 66 6,6 0,209 2 
0,183 50 7,5 0,243 1 
0,199 38 8,6 0,232 2 





von Py 4,4 bis 8,6 lediglich die Starke der Autoxydation etwas gedndert 
wird, so daB die Katalase innerhalb dieses physiologischen Bereiches ei: 
autoxydationsbereites Milieu vorfindet. 


2. Antioxygene Wirkung von Katalase in Fettemulsionen. 


Es wurde sowohl Pferdeleber- als auch Schweinefettgewebekatalase ver 
wendet, die in der iiblichen Weise nach Vorschrift von ZEILE [1] hergestellt 
worden waren [2]. Die Emulsionen entstanden in gleicher Weise, wie im 
vorigen Abschnitt beschrieben, nur die Zusammensetzung wurde wie folgt 
variiert: 

10g Schweinefett, 0,5 ccm m/§ Puffer, 
0,5 ccm 10%ige Natriumoleatlésung, 2,5 ccm Katalaselésung. 

Jeder Versuch wurde mindestens dreimal durchgefiihrt. Aus Tabelle 2 
lassen sich die ausgewerteten Reaktionsgeschwindigkeiten dieser umfang 
reichen’ Versuchsreihe ersehen. Zur Charakterisierung der Genauigkeit 
ist noch der mittlere Fehler des Mittels angegeben. 


‘ Tabelle 2. EinfluB der Katalase in Gegenwart verschiedener Puffergemische 
auf die Autoxydation von Fettemulsionen. 





: PH der Reaktionsgeschwindigkeit K 
Puffer + Emulgator wasserigen mit mit gekochter 
Phase ohne Katalase  roher Katalase Katalase 





Nag HPO,+ Na-Oleat . . 9,69 0,234£0,012) 0,169-+ 0,011 | 0,190-4:0,011 
KH, PO, + Na-Oleat . . 7,82. |0,197+0,014 0,141 + 0,027) 0,169+ 0,005 
Glykokoll + Na-Oleat . . 9,61 ]0,170+0,012| 0,103-++0,040) 0,172+ 0,015 
NH,Cl/NHg + Na-Oleat . 9,33 |0,174- 0,007 0,126-+ 0,008) 0,181 + 0,004 
Na-Taurocholat. .... 0,154 /O,111 
Na-Taurocholat i. Dunkeln —- 0,065 0,038 








[1] Zerg, K.: Z. physiol. Chem. 195, 39 (1931). 
[2] Die Bestimmung des Katalasewertes ging leider verloren, er diirfte unge- 
fahr 5000 betragen haben. 
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Trotz des verschiedenen Milieus der Emulsion und der demzufolge ver- 
schiedenartigen Beschaffenheit des Gefiiges ergab sich, daB die Autoxy- 
dation durch die Katalase in allen Fallen in der gleichen GréBenordnung 
cehemmt wurde, was aus folgender Zusammenstellung ersichtlich ist: 





Hemmung der Autoxydations- 


Puffer / Emulgator geschwindigkeit in %, 





Nap eeetig + Na-Olemt i ce ee et 27,8 

Kile wie OOM i ee 28,4 

Glykokoll + Na-Oleat. . ......... 39,4* 

Nikeee y NOAM ee ee 27,6 

Wepre ONN gr Se ee A es 27,9 
* GroBe Fehlerbreite. 


Aus der Tabelle 2 ersieht man weiterhin, daB die Katalase bei dem 
verwendeten Fett — unabhingig von der py-Stufe und sonstigen Variablen 
einer Emulsion, wie Teilchengr6éBe - die Autoxydation stets um den glei- 
chen Wert vermindert, wenn die iibrigen Bedingungen unverindert bleiben. 
Die Meinung, dieses Ergebnis kénne durch das Licht ursichlich bedingt 
sein, erweist sich als irrig, denn ein im Dunkeln ausgefiihrter Versuch ergab 
eine Hemmung von 41,5%. 

Mit Butterfett wurde ebenfalls eine Hemmung der Autoxydation durch 
Katalaselésungen nachgewiesen: 

ohne Katalase 
mit Schweinefettgewebe- Katalase 
mit Pferdeleber-Katalase 


3. Der EinfluB von Mangan auf die antioxygene Wirkung der Katalase. 


Um zu sehen, ob dem Biokatalysator ,in jedem Fall eine antioxygene 
Wirkung zukommt, wurde sein: Verhalten in Gegenwart eines Prooxydans 
studiert. Die Emulsion wurde in gleicher Weise hergestellt und wie folgt 
zusammengesetzt: 

10 g Schweinefett, 

2,5 ccm Katalaselosung, 

0,5 ,, 10%ige Natrium-Oleatlésung, 

0,5 ,, m/10 Phosphatpuffer (py = 6,8), ; 

0,5 ,, 1%ige MnSO,-Lésung (die Konzentration an Mn war 
0,062 mg/g Fett). 


Um die Bedeutung des intakten Katalasemolekiils herauszustellen, 
wurde in einem anderen Ansatz KCN-Lésung zugegeben. Die Versuche, 
die im Dunkeln durchgefiihrt wurden, belegen in schéner Weise, wie 
die Richtung bzw. die Starke der Autoxydation durch die Katalase in 
Gegenwart von Mn-Ionen geandert wird. 
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Beachtenswert ist dabei, daB auch die inaktivierte Katalase, gleic} 
giiltig, ob die Inaktivierung durch Kochen oder durch KCN herbeigefiihr: 
wird, noch einen geringen EinfluB hat. Dies ist damit zu erklaren, daB di, 
in der Katalase enthaltene Haminkomponente als solche schon katalytisch: 
Eigenschaften auBert. 


Tabelle 3. ZinfluB von Mn auf die Wirkung der Katalase. 





Behandlung bzw. Zusammensetzung Reaktionsgeschwindigkeit 





CU EN ie See a a a 0,009+0,001 
BEE POM se ee ae a 0,268 +-0,006 
ete OMe Se oe i Re 0,027 £0,008 
Me UE ie eee oa 0,023-+0,002 


Es bliebe noch die Frage zu klaren, ob die Katalase vielleicht durch 
vorhandenes Natriumoleat bzw. Mangansulfat geschadigt wird. Beim 
Zusatz von Natriumoleat war die Reaktionsgeschwindigkeit in einem 
wasserigen Ansatz einer normalen Katalasebestimmung K = 0,82, ohne 
Zusatz K = 0,78, so daB sich eine Wirkung des Natriumoleats im Fett 
kaum zeigen diirfte. Bei Mangan war dagegen in wisseriger Lésung 
(ohne Fett) eine Hemmung von 15% in dem angewendeten Konzentrations 
bereich zu beobachten, die sich im Fett allerdings kaum bemerkbar machen 
diirfte. 

Um dem Einwand zu begegnen, daB die Peroxyde durch Mangan in 
Aldehyde und Sauren iiberfiihrt wiirden und so dem Nachweis entgehen, 


Tabelle 4. Nachwets der beschleunigten Autoxydation durch Katalase 
beim Vorhandensein von Mangan bei 20° C und bei rund d50tdgiger Lagerzeit. 





Katalase 
roh | gekocht 


Besti hode 








Jodean) 20 Desin ty ie es ay ee ek 51,3 51,3 
WO PO BEG ars ie ok eee es 48,4 50,3 
MAC SIO ee a ae ees 47,1 49,0 


Reaktionsgeschwindigkeit der Saureentwicklung| 2] 0,99: 10°% | 0,60* 107% 
Caprylahureranl gh. oa a aS 7,8 4,0 


Qualitativer Aldehydnachweis nachFELLENBE RG[4] positiv negativ 





Jodgleichgewichtskonstante[ 5] Anfangswert = 46,0 41,7 46,1 


[1] KauFMANN, H. P.: Studien auf dem Fettgebiet (Berlin 1935), S. 23. 

[2] Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. IV, Fette u. Ole, S. 66. (Die Ent- 
wicklung der freien Fettsauren wurde in gleicher Weise wie bei der Katalase 
ausgewertet.) 

[3] GrossFELD, J.: Z. Unters. Lebensm. 55, 354 (1928). 

[4] v. FeLLENBERG, Th.: Mitt. Lebensmittelunters. Hyg. 15, 198 (1934). 

[5] Vgl. Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. IV, Fette u. Ole, S. 116-121. 
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wurde die starkere Autoxydation beim Vorhandensein von Katalase noch 
auf andere Weise belegt. AuBer der Peroxydzahl wurde die Jodzahl, die 
Saurebildung, die Caprylsaurezahl und das Entstehen von Aldehyden 
beobachtet. Samtliche Einzelergebnisse deuten ausnahmslos darauf hin, 
daB sich die Katalase.in Gegenwart von Manganspuren wie ein Prooxydans 
verhalt. Am besten kommt dies vielleicht dadurch zum Ausdruck, da8 nur 
in der Emulsion mit roher Katalase bis zum 30. Lagerungstag Aldehyde 
nachgewiesen werden konnten, wahrend sie in der Emulsion mit gekochter 
Katalase, bei 50 Tagen Beobachtungszeit, vollstindig ausblieben. In dem 
starkeren Absinken der Jodgleichgewichtskonstante beim Versuch mit 
roher Katalase waihrend der Lagerung kommt gleichfalls ein starkerer 
Angriff auf die Doppelbindung zum Ausdruck, da bekanntlich die Jod- 
gleichgewichtskonstante um so kleiner ist, je naher die Doppelbindung 
bei der Carboxylgruppe liegt. Auch die Erhéhung der Caprylsaurezah! 
weist auf eine starkere Zersetzung des Fettes hin. 


4. Der EinfluB der Temperatur auf die Wirkung von Biokatalysatoren. 


Alle bisherigen Versuche wurden bei genau 20° C durchgefiihrt. 
Um feststellen zu kénnen, ob der EinfluB von Katalase in jeder Hin- 
sicht gleichsinnig verlauft, wurden Versuche bei verschiedenen Tempe- 
raturen unternommen. Leider waren die Gefrierraume nicht dauernd 
verdunkelt, so da fiir diese die Reaktionsgeschwindigkeiten etwas 
zu hoch ausgefallen sind; dies spielt aber fiir den Vergleich keine Rolle. 
Der Versuch wurde fiir die niedrigen Temperaturen auf 50 bis 60 Tage 
ausgedehnt. 

Durch Temperatursenkung wird also die Katalase, wie vermutlich jeder 
Biokatalysator, infolge der Empfindlichkeit seines eiweiShaltigen Tragers 
gegen Gefriertemperaturen in stiérkerem Masse gehemmt als der Metall- 
katalysator, so daB ihre spezifische Wirkung wie bei einer Blausaure- 
vergiftung oder Hitzeinaktivierung ausfiallt. 


Tabelle 5. EinfluB der Temperatur auf die Autoxydation einer Fettemulsion 
beim Vorhandensein von Katalase und Mangan. 





Reaktionsgeschwindigkeit mit Katalase Verhaltnis 


(roh K,) gekocht (Kg) 


Temperatur in Graden 





0,133 0,0105 
0,0515 0,00603 
0,122 0,0251 
0,0902 0,0157 
0,0105 0,0070 
0,0108 0,0191 
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Zusammenfassung. 


Ergebnisse iiber die Beeinflussung der Autoxydation eines Fettes durc |; 
Stoffe und Umweltbedingungen sind nur eng begrenzt giiltig. Ihre Ube: 
tragung auf praktische oder natiirliche Verhaltnisse ist nur dann angiingi, 
wenn die inneren und aufBeren Bedingungen des Versuchs mit denen d:. 
praktischen Falles iibereinstimmen. Die Untersuchung des Einflusses vo 
Biokatalysatoren auf die Autoxydation verlangt daher im Versuch, vi 
allem in den Temperatur- und Lichtverhaltnissen, die gleichen Reaktion- 
bedingungen, wie sie fiir das fetthaltige Lebensmittel oder den Naturstot! 
zutreffen, andernfalls muB damit gerechnet werden, daB sich die Reaktions 
richtung verschiebt. Es konnte am Beispiel der Katalase bewiesen werden, 
daB die Hemmung der Autoxydationsgeschwindigkeit in eine Férderun: 
umschlagt, sobald Mangan-Spuren vorhanden sind, und daB die Wirkunz 
der Katalase durch Gefriertemperaturen ausgeschaltet werden kann. 
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(Eingegangen am 2. Juni 1944.) 


Diese Arbeit wurde durch die Beobachtung angeregt, nach der Sonnen- 
blumensamen nach dem Schalen wesentlich schlechter haltbar sind als 
vorher. Es entwickeln sich hierbei Verderbstoffe, die eine Verwendung der 
Sonnenblumensamen in Lebensmitteln in Frage stellen. Demgegeniiber 
wurden Beobachtungen bekannt, wonach sich geschalte Sonnenblumen- 
samen ohne groBe Qualitatsanderungen ein halbes Jahr in Fabrikraumen 
gehalten haben. Unsere Aufgabe war es, diesen Widerspruch aufzuklaren 
und wenn méglich, Abhilfe zu schaffen. 


I. Ubersichtsversuche und Methodik. 


Nach unserem Dafiirhalten war die Aufgabe nur dadurch zu léssen 
daB man ungeschalte und geschalte Sonnenblumensamen genau definierten 
Lagerbedingungen aussetzte, wobei gleichzeitig versucht werden muBte, 
die Hauptrichtung der Veranderung zu erkennen. Es war naheliegend, an 
eine verstarkte Oxydation des Fettes beim ungeschiitzten Sonnenblumen- 
samen zu denken, jedoch waren Peroxyde entweder iiberhaupt nicht nach- 
weisbar oder traten so unregelmabig auf, daB damit keine Unterscheidung 
gegeniiber den nicht geschalten Sonnenblumensamen moéglich war. Auch 
der Nachweis von Aldehyden und Methylketonen im Fett verlief ergebnis- 
los, obwohl sich die Beobachtungszeit auf 5 Monate erstreckte. Dagegen 
zeigten sich sehr starke Unterschiede in der Saurezahl des Fettes je nach 
der Behandlung des Samens. 

Um dies exakt zu priifen, wurden Sonnenblumensamen des Handels (ukrai- 
nischer Herkunft) in Kristallisierschalen offen bei 30°, 18°, 7°, 0°, —6° und —-12 
im Dunkeln gelagert. In bestimmten Zeitabstanden wurden 5 g entnommen, mit 
10 g Seesand gemorsert, zweimal je 1 Stunde mit Petrolather (Siedepunkt 40 bis 
50°) im Durchlaufextraktor extrahiert und der Riickstand dazwischen eitimal gut 


* Fiir die gewissenhafte Durchfiihrung der Analysen mochte ich auch an dieser 
Stelle meiner technischen Assistentin Frl. L. Kemper danken. 
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durchgemérsert. Der Extrakt wurde in ein MeBkélbchen von 25 ccm filtriert und 
bis zur Marke bei 20° mit Petrolather aufgefiillt. Zur Gehaltsbestimmung wurden 
10 ccm des Extrakts in einen ERLENMEYER-Kolben abgedampft und bis zur Ge- 
wichtskonstanz bei 105° getrocknet. Abweichend vom Herkémmlichen wurde dic 
Saurezahl nicht im Riickstand bestimmt, weil durch das Verdampfen des. Li- 
sungsmittels niedere Fettsiuren in erheblicher Menge verloren gehen, wie 
Patscuky und KieRMEIER [1] nachweisen konnten, sondern direkt im Extrak: 
Zu diesem Zwecke wurden 3 ccm des Extrakts mit 3 ccm phenolphthaleinhalti- 
gem (1%igem) Isopropylalkohol versetzt und kalt mit alkoholischer KOH, unter 
Benutzung der Mikrobirette nach GorBacn, titriert. Unter Verwendung des 
Riickstandwertes erfolgte die Berechnung der Saurezahl in iiblicher Weise. 

Mit dieser Arbeitsweise ergab sich eindeutig, daB der Petrolatherextrakt 
des geschalten Sonnenblumensamens viel héhere Saurezahlen aufweist 
als der des ungeschalten. Von der Wiedergabe der zahlreichen Einze| 
untersuchungen wird Abstand genommen, da sich aus zunichst unerkliir 

lichen Griinden zahlreiche Un- 
| regelmaBigkeiten  einstellten. 
one Meas ak SH ZA Diese konnten fiir die Aus 
te / wertung dadurch beseitigt 
it werden, daB Verhaltniszahlen 
aus den Saurezahlen der ge- 
schalten Sonnenblumensamen 
zu den aus ungeschilten ge- 
bildet wurden. Wenn auch, wie 
Abb. 1 zeigt, die Saurebildung 
durch das Schiilen iiberaus 
stark geférdert wird, so be- 
: friedigte uns das Ergebnis in- 
sofern nicht, weil die Unrege! 
| maBigkeiten bei manchen La 
A — — Whge gertemperaturen liberaus stark 
Lageraeit waren, was uns einen beson- 
Abb. 1. Das durch das Schilen verursachte Ansteigen der deren EinfluB der relativen 
Saurezahlen der Petrolatherextrakte aus Sonnenblumen- [_uftfeuchtigkeit vermuten lie\}. 
samen, die bei verschiedenen Temperaturen gelagert ; ig “ 
worden waren (ausgedriickt als das Verhiltnis der Saure- Bei den weiteren Versuchen 
zahl des Petrolatherextrakts aus geschalten zu der aus P ° ° 
nichtgeschalten Samen). wurde die Luftfeuchtigkeit da- 
durch konstant gehalten, dali 
die Sonnenblumensamen in Weckglasern iiber Salzlésungen, die einc 
bestimmte relative Luftfeuchtigkeit garantieren, aufbewahrt wurden [2!. 

Durch Versuche mit anderen Lésungsmitteln als Petrolather ergaben 
sich noch gréBere UnregelmaBigkeiten in den Werten der Saurezahl. 
Dies hatte seinen Grund darin, daB ein die Saurezahl stark beeinflussender 
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[1] Patsenky, A. u. F. Krermerer: Die Bestimmung von Aromastoffen durch 
Destillation und Extraktion. In Vorbereitung. 
[2] OpermiLier, J.: Z. physik. Chem. 109, 145 (1924). 





Der EinfluB des Schalens auf lagernde Sonnenblumensamen. 267 


Stoff mit extrahiert wurde, und zwar handelte es sich dabei, wie wir fest- 
stellen konnten, um Chlorogensaure, die schon verschiedentlich in Sonnen- 
blumensamen (Helianthus annus) nachgewiesen worden war. Sehr deut- 
lich kommen die Stérungsméglichkeiten durch Begleitsubstanzen zum 
Ausdruck, wenn man die Saurezahlen aufeinanderfolgender Extrakte mit 
verschiedenen Lésungsmitteln miteinander vergleicht: 





Lésungsmittel | Extrakt in ° Saurezahl 





Alkohol/Benzol 
Essigsaureathylester 


31,1 


56,2 


Petrolather . 7 tees anes ee 47; 1,16 
i, 
1, 


Es ist verstandlich, da Spuren der Chlorogensaiure im Petrolather- 
extrakt dessen Saurezahl auBerordentlich beeinflussen miissen. Insgesamt 
stellten wir [1] einen Gehalt an Chlorogensaure von 0,87% und 0,017% 
Kaffeesaure nach der Methode von SLotta 
und NEISsER [2] fest. Eine Aufspaltung 
der Chlorogenséure in Chinasdéure und 
Kaffeesaure konnte waihrend der Lagerung 
bei verschiedenen Temperaturen nicht nach- 
gewiesen werden. Dagegen war das Jod- 
bindungsvermégen der Extrakte der unter, 
verschiedenen Bedingungen  gelagerten 
Sonnenblumensamen fiir deren Qualitat 
auBerordentlich charakteristisch. 

Fir die Durchfiihrung der Bestimmung 
wurde das Fett zunachst mit Petrolather nach 
der oben skizzierten Methode gewonnen, der 
Extraktionsriickstand wurde hierauf nochmals 
mit einem Gemisch von gleichen Teilen 
Athylalkohol und Benzol 1 Stunde extrahiert. 
Nach dem Verdampfen des Lésungsmittels 
im Vakuum wurde die Jodzahl nach KAUFMANN 
in der Mikroausfiihrung nach Gorpacu [3] 2 CT 
ermittelt. Das Ergebnis ist in Abb. 2 wieder- Temperotur 
gegeben. Jeder Kurvenpunkt stellt einen Mit- Abb. 4, Dike empanadas Vee 
telwert aus vier Einzelwerten aus je zwei anderung der Jodzahlen verschiedener Ex- 
Extrakten dar. trakte sus S 

Neben diesen Veranderungen spielt an- pO eee tes aren ny Baym 


scheinend auch der Abbaustickstoffhaltiger ‘® (#2) baw. nichtgeschalten (a,) Sonnen- 
umensamen. 


Verbindungen eine Rolle, wie Tabelle 1 4 — JodzahidesRiickstandes aus derPetrol- 
zeigt. atherextraktion der poachiieen (b,) baw. 
8 nichtgeschilten (b,) S« 


a Diese Saracens fiihrte Herr Dr. A. Patscuky aus. 
{2] Storta, K.H. u. K. Nersser: Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 126 (1939). 
{3] Gorpacnu: Fette u. Seifen 47, 499 (1940). 
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e 
Tabelle 1. Der EinfluB des Schdlens auf verschiedene Stoffe im Sonnenblum: 
samen nach fiinfmonatiger Lagerung. 





Lagerungs- 
Bestimmungsmethode temperatur Behandlung Gehalt in 100 g 
°C 





Freie Aminosauren* . . . 20 _ nicht geschalt | 62 mg Ny 

20 I geschilt 90 mg N, 
Fliichtige Basen** ..... | ~ 30 nicht geschilt 25,2 mg 

30 geschalt 23,8 mg 

-6 nicht geschalt 26,6 mg 

—6 geschialt 26,6 mg 
Fliichtige, oxydierbare 

Substanzen®**: 20s. 20 | nicht geschalt — 0,5 ccm n/10 K,Cr,0, 

20 | geschalt 2,0 ccm n/10 K,Cr,0, 
20 nicht geschalt | 8,0 ccm n-NaOH 
20 geschalt | 6,4 ccm n-NaOH 


Sauregrad des wisserigen 
Extraktest ... . 


* Konig J. u. 3. GroBfeld, Z. Untersuchg. Lebensmittel 27, 508 (1914). 
** Liicke u. Geidel, ebenda 70, 441 (1935). 
*** Kiermeier, F. ebenda 81, 203 1941. 
t Goldowski A.u. A. Boshenko, Ol- u. Fettindustrie (russ.) 9, Nr. 1, 13, 1933, zit. nach Chem. 
Zbl. 1933 II, 1942. 


| 
| 
| 
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Bei diesen Ubersichtsversuchen zeigte sich die Veranderung des Sonnen 
blumensamens vor allem in zwei Reaktionen, namlich in der Erhéhung 
der Saurezahl in den Petrolatherextrakten und als Jodbindungsvermégen 
in den Alkohol-Benzolextrakten. Durch den SchalprozeB wird vor allem 
die Saurezahl beeinfluBt, so daB wir in den weiteren Untersuchungen nur 
sie zur Charakterisierung benutzten. 


2. Der TemperatureinfiuB. 
Fiir die Durchfiihrung dieser Versuchsreihe wurden die geschilten 
Sonnenblumensamen bei 20, 30, 2 und —9° in Papiertiiten gelagert. Nach 
1, 3 und 6 Monaten wurde mit Petrolather das Fett extrahiert und der 


‘Tabelle 2. Der Einflup der Temperatur auf die Sdéurezahl des Fettes gelagerte) 
Sonnenblumensamen. 





Lagertemperatur Saurezahl nach einer Lagerzeit in Monaten 
(rel. Feuchtigkeit) 1 | 3 





Ausgangsbestimmung 1,16 
RO SI oe ee ete a 0,58 2,63 
Br (OR oe oe 1,89 3,17 
A ay as erate BS 1,10 2,04 


° 


Gaerne ire a 1,04 | 1,20 





Riickstand noch einmal mit Alkohol-Benzol und schlieBlich mit gewasclh 

nem und getrocknetem Essigsaureathylester nachextrahiert. Die Saurezah! 
wurde in den drei Extrakten, wie vorher angegeben, bestimmt. Die Er 
gebnisse waren, wie Tabelle 2 zeigt, wenig befriedigend, obwohl jeder Wert 
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einen Mittelwert aus vier Einzelwerten darstellt (zwei Extraktionen zu 
je zwei Werten). Das konnte nicht auf methodische Fehler zuriick- 
vefiihrt werden, denn der mittlere Fehler zwischen zwei Parallelbestim- 
mungen eines Extrakts war ungefahr o,3% und der zwischen zwei Extrakten 
bei niederer Temperatur héchstens 5 bis 10%. Nur bei Extrakten, die 


Tabelle 3. 
Der EinfluB der Temperatur bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 66%, auf die 


Sdurezahl des Fettes gelagerter Sonnenblumensamen nach 1% bis 2 Monaten. 





Saurezahl bei 
30° 20° | 10° 





Ohne Schale .... 1,95 1,85 0,96 : 
Mit Sehale =... oe 0,68 0,64 0,33 0,56 





von Sonnenblumensamen gewonnen wurden, die bei 20 oder 30° gelagert 
waren, stieg der mittlere Fehler auf 20 bis 30%. Da in einer gleich- 
zeitig nebenhergehenden Versuchsreihe die Bedeutung der relativen Luft- 
feuchtigkeit erkannt wurde, waren wir zunichst der Ansicht, daB die 
UnregelmaBigkeiten der Saurezahl in 0 





der Tabelle 2 auf die bei diesem Ver- vinnie 
such nicht konstant gehaltene Luft- 4 — 
feuchtigkeit zuriickzufiihren sei. Aus 
diesem Grunde wurde der Temperatur- 12 
versuch mit dem Unterschied wieder- 
holt, daB die Sonnenblumensamen bei 
den verschiedenen Temperaturen in 
Weckglasern iiber einer bestimmten 
Luftfeuchtigkeit aufbewahrt wurden. 
Jedoch auch hier ist, wie Tabelle 3 
zeigt, weder bei den Samen mit Schale 
noch ohne diese ein eindeutiger. Tempe- 
ratureinfluB zu ersehen. Die Saurezahl 
der gelbgriinen Alkohol-Benzolextrakte 
(Chlorogensaure) bleibt bei allen Tempe- 
raturen, gleichgiiltig ob die Samen mit 2 v0 bw 8&0 % 0 
oder ohne Schale gelagert wurden, Relative Lut tfeuchtighest 
innerhalb der Fehlergrenze konstant bb. 3. Der Einfluf der Luftfeuchtigkeit auf 


die Saurezah] der Petrolatherextrakte von ge- 


Sgurezah! — 48—c2). schalten Sonnenbl nach mehr- 
( é 48—52) monatiger Lagerung bei 20°. 



































3. Der FeuchtigkeitseinfiuB. 

Zur Klarstellung dieses Effekts wurden die Sonnenblumensamen bei 
20° und bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 0,8% (iiber Blaugel), 
10% (ZnCl,), 52% (NaHSO,) und 65% (Mg-Acetat) bis zu 6 Monaten ge- 
lagert. Der EinfluB der Luftfeuchtigkeit auf die Saurezahl ist, wie Abb. 3 

18* 
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zeigt, auBerordentlich groB. In einem Wiederholungsversuch konnten di, 
Ergebnisse nach rund 11/,- bis z2monatiger Lagerung sowohl fiir die Samv: 
mit als auch ohne Schale bestitigt werden. Die relativen Luftfeuchti; 
keiten waren hierbei 75%, (NaCl), 66% (NaNO,), 45% (K,CO3) und 32° 
(CaCl,) (vgl. Tabelle 4). 


Tabelle 4. Der EinfluB der Luftfeuchtigheit auf die Séurezahl der Petrolithe) 
extrakte aus Sonnenblumensamen, die bet 20° 1% bis 2 Monate gelagert wurde) 





Saurezahlen bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 
75% 66% 45% 32% 





Samen ohne Schale . . 2,2 1,85 | 1,87 1,81 
Samen mit Schale . . 1,33 0,65 0,53 0,41 





Die Saurezahlen der Benzol-Alkoholextrakte und der Essigsaure 
Athylesterextrakte waren wieder innerhalb der Fehlergrenze konstant. 
wenn die relative Luftfeuchtigkeit bei der Lagerung kleiner als 65° war, 
nur bei der Lagerung tiber 65% war die Saurezahl beider Extrakte der 
Samen ohne Schale erhdht. 

Zum Vergleich wurde bei 10° ein Versuch bei einer relativen Luft 
feuchtigkeit von 66 und 45% durchgefiihrt. Das Ergebnis war den bis. 
herigen entsprechend, die héhere Saurezahl wurde bei der Lagerung bei 
héherer Luftfeuchtigkeit gefunden. 


4. Der EinfluB von Temperatur und Feuchtigkeit 
auf den extrahierbaren Fettanteil. 

Bei der mehrmonatigen Lagerung von Naturstoffen besteht die Még- 
lichkeit, daB diese Wasser aufnehmen oder abgeben. Will man z. B. die 
Veranderung des Fettgehalts zwischen Anfang und Ende der Lagerung 
vergleichen, so besteht die Gefahr der Tauschung, wenn man nicht den 
Schwund oder die Zunahme beriicksichtigt, worauf wir bei der Lagerung 
von Kartoffeln schon einmal hinwiesen [1]. Wie groB dieser EinfluB ist, 
zeigt die Abb. 4, bei der die aus den Gewichtsverlusten errechneten Fak 
toren dargestellt sind, die bei der Umrechnung des Fettgehalts der bis 
zu 6 Monaten gelagerten Sonnenblumensamen auf den der Ausgangs 
menge zu beriicksichtigen sind. Der gewichtsmaBig festgestellte Verlust 
an Substanz ist gréBer, als er aus dem Wassergehalt vor und nach der 
Lagerung errechnet werden kénnte. Der Wassergehalt der Sonnenblumen 
samen, gleichgiiltig ob mit oder ohne Schale, ist abhangig von der rela. 
tiven Luftfeuchtigkeit. 

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen ergab sich in dem ersten 
Orientierungsversuch die Tendenz, daB der Fettgehalt im Mittel von 16 Ver- 


in KIERMEIER, F. u. G. Krumsuowz: Vorratspflege u. Lebensmittelforsch 
5, 1 (1942). 
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suchen der geschalten Samen nach der Lagerung um 2,8 ++ 1,0% geringer 
veworden war. Auch bei den Temperaturversuchen mit verschiedener 
Kinstellung der relativen Luftfeuchtigkeit konnte dieser Befund wieder 
bestatigt werden. In eindeutiger Weise gelang es bei dem in Abschnitt 2 


wiedergegebenen Versuch (Abb. 5), den 
Einflu8 der Temperatur bei der Lage- 
rung auf die Summe der durch Petrol- 
ither und Alkohol-Benzol extrahier- 
baren Fettanteile festzustellen. Es ist 
nahezu selbstverstandlich, daB sich auf 
Grund dieser Ergebnisse auch ein Ein- 
fluB der Luftfeuchtigkeit auf das Er- 
gebnis der Fettextraktion erwarten lie 
(vgl. Abb. 6). 


5. SchluBfolgerungen. 


Das Fett ruhender Sonnenblumen- 
samen mit Schale verandert sich kaum, 
was schon einmal TILenius [1] bei 
seinen Untersuchungen an keimenden 
Sonnenblumensamen auf Grund der 
Konstanz der Jodzahl feststellte. In 
der vorliegenden Untersuchung konnte 
selbst nach fiinfmonatiger Lagerung 
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Gewicht nach der Lagerung (Ausgangsgewicht = 40) 
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0-0 Ww & 10% 
Relative lufMeuchtiokert 


Abb. 4. Der Einflu8 der relativen Luftfeuchtig- 

keit auf den Gewichtsverlust geschalter Sonnen- 

blumensamen bei 20°, bezogen auf das Aus- 
gangsgewicht. Lagerzeit rund 2 Monate. 
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8 


bei 30° kein Anhalt fiir irgendeine tiefgreifende Umsetzung gefunden 
werden. Die Saurezahlen steigen nie iiber 1 an, jedoch ist man hierbei 
nicht sicher, ob die freien Fettsduren nicht etwa sofort weiter veratmet 


55 
% 


SY 


-20 0 ” 2 CH 
Logertemperotur 


Abb. 5. Der Einflu8 der Lagertemperatur auf die 
Hohe des extrahierbaren Fettanteils, Lagerung bei 
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65%. 


5 [1] TiLeNnius, G.: Planta 28, 429 (1938). 
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werden oder Symplexbildungen eingehen, was auf Grund des gleichzeitig. 
Freiwerdens von Aminosiuren und fliichtigen Basen (vgl. Tabelle 1) durch 
aus wahrscheinlich ist. Die Jodzahlen der Petrolatherextrakte steigen tur 
wenig an, wobei man den Verdacht nicht unterdriicken kann, daB diese ge. 
ringen Erhéhungen von rund 3% durch Begleitstoffe bedingt sind, die durch 
die Lagerung die Fahigkeit erworben haben, Jod zu binden (vgl. Abb. > 
Durch die Schalung erhalt der Samen sofort erhéhte Umsatzbereit 

schaft. Am deutlichsten driickt sich dies in den Saurezahlen aus, die nach 
5 Monaten das 3ofache der nichtgeschalten Samen ausmachen kénnen und 
dabei Werte bis zu 14 erreichen (Abb. 1). Die Temperatur beeinfluBt zw.: 
den Grad der Umsetzung, doch 1aBt sich hierbei keine GesetzmaBigkeit 
erkennen, denn zwischen 0, 10, 20 und 30° fallen die Saurezahlen meis 
sehr ahnlich aus. Es wurde versucht, diesen Sachverhalt durch Atmungs 
versuche weiter zu erhellen doch scheiterten diese Versuche an dem nebe: 
CO, gleichzeitigen Entstehen fliichtiger Verbindungen. Die Luftfeuchtig 

keit verstirkt das Freiwerden der Fettsaéuren auBerordentlich stark, wie e- 
auch in Abb. 3 zum Ausdruck kommt, und zwar sind deutlich zwei bk: 

reiche erkennbar: zwischen o und 50% relativer Luftfeuchtigkeit ist der 
Zuwachs der Saurezahl bei einer Erhohung der relativen Luftfeuchtigkeit 
um 10% rund das 1,2- bis 1,3fache, zwischen 50 und 70% jedoch das Zwei 
fache. Damit ist auch die Erklarung fiir die sich widersprechenden An 
gaben der Haltbarkeit geschalter Sonnenblumensamen gefunden. Lager 
diese in trockenen Raiumen mit einer relativen Luftfeuchtigkeit unter 50°. 
wie dies in Fabrikraumen in unserem Klima durchaus méglich ist, so sind 
die Umsetzungen selbst nach 6 Monaten, dargestellt an der Saurezahl (vg!. 
Abb. 3), geringfiigig. Sobald aber die Luftfeuchtigkeit Werte von 60°, 
iibersteigt, sind die Saurezahlen bereits nach 1 Monat so hoch wie in 
trockenen Raumen nach 6 Monaten. Da die Schalung diese Vorgiing: 
auBerordentlich beschleunigt, wurden sie erstmalig an geschalten Samen 
beobachtet, obwohl sie selbstverstandlich auch fiir die Samen mit Schalk 
giiltig sind (vgl. Tabelle 4). Die Schale ist kein vollstandiger Schutz gegen 


die Lagerungseinfliisse, sondern sie vermag diese nur zu mildern oder al) 
zuschwiachen. Bei Atmungsversuchen in dampfgesattigter Atmosphare be: 
30° kam dies dadurch zum Ausdruck, daB die Samen mit Schale nach 
14 Stunden eine mittlere Keimlange von 1,5 mm, die ohne Schale jedoch 
von 5 mm hatten. Auch sonst driickt sich der EinfluB des Schalens in eine: 
verstarkten Umsetzung aus, wie z. B. in der vermehrten Bildung de 
fliichtigen Basen (vgl. Tabelle 2) und Aminosauren. 


Auch das durch die Lagerung erreichte Vermégen der Alkohol-Benzo! 
extrakte Jod zu binden, wird ebenso bei den Samen mit Schale gefunden, 
nur die GréBenordnung ist verschieden. Auf Grund der Léslichkeitsve: 
haltnisse schlossen wir, daB es sich bei diesen Extrakten um eine Anreich: 
rung der Chlorogensaure handeln muf, die unter normalen Bedingunge 
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kein Jod bindet. Erst durch die Lagerung erreicht sie diese Fahigkeit, 
vermutlich durch eine Aktivierung ihrer Acrylsiurekomponente. Unter 
Umstanden ist dieser Befund mit der Ansicht von GoLpowsk1 und Po- 
pOLSKAJA [1] gleichzusetzen, die die Farbanderungen der Kerne an der 
Luft auf eine ,,Peroxydation‘t der Chlorogensaure zuriickfiihren. 

Wenn der Einflu8 des Schilens sich iiberall nur in einer verstarkten Um- 
setzung bereits im Gange befindlicher Reaktionen ausdriickte, so ist es 
unverstandlich, wieso die Saurezahl zehn- bis drei®igfache Betrage der un- 


geschalten Samen annehmen kann. Da eine derartige Beschleunigung der 
Verseifung des Fettes durch Sauerstoff unbekannt ist und Autoxydations- 
vorgange in diesem Ausma8 unwahrscheinlich sind, diirften die stark erhéh- 
ten Saurezahlen gar nicht aus dem Fett stammen, sondern aus der Oxy- 
dation von Aminosauren, Albuminen und Globulinen, die durch Chlorogen- 
siure katalysiert wird, wofiir Opanin [2] die Bruttogleichung aufstellte: 


CH,NH,COOH + O, ~ ———-> HCOOH + NH, + CQ,. 
Chlorogensaure ss 
Es ergibt sich demnach fiir die stark erhdhten Saurezahlen der Petrol- 
itherextrakte folgendes Bild: 

Durch den Wegfall der Schale ist der Sonnenblumenkern unmittelbar 
dem Luftsauerstoff ausgesetzt. Dadurch bildet sich (nach Opartn) aus 
dem Chlorogenséure-Chromogen ein Chlorogensaéurepigment. Dieser Zu- 
stand der Chlorogenséure vermag unter den Bedingungen der Jodzahl- 
bestimmung nach KaurMANN Jod zu binden. Das Pigment katalysiert in 
Gegenwart erhéhter Luftfeuchtigkeit die Oxydation der Aminosaure zu 
Fettsauren, was sich durch die erhéhte Saurezahl ausdriickt, und zu Am- 
moniak bzw. Aminen, was sich durch die vermehrte Bildung fliichtiger 
Basen kenntlich macht und vielleicht auch die Stérungsquelle bei den 
Atmungsversuchen darstellte. Die Oxydation der Chlorogensaure wird durch 
die Gegenwart von H,O, und Peroxydase beschleunigt (OpartN). Wenn man 
also bei Kernen die Fermente abtétet, so muB die verstarkte Umsatzbereit- 
schaft ausbleiben, was wir durch Geschmacksproben nachweisen konnten. 
Wenn die Schalung diesen ProzeB indirekt so stark beeinfluBt, dann mub 
die Schale auf Grund ihrer Eigenschaften dem Durchtreten des mole- 
kularen Sauerstoffs groBen Widerstand entgegensetzen. Dies ist durchaus 
wahrscheinlich, denn nach unseren Untersuchungen enthielt die Schale 
3,6% eines zahen, griinlichen Oles — nach den Untersuchungen von SKIPIN 
und PawLow [3] sogar 11% —, bei dem vor allem der hohe Gehalt an freien 


Fettsduren in Hohe von 4,3%, nach Skipin und PAWLOow sogar 20%, auf- 


[1] Gotpowsk1, A. u. M. Popotskata: Ol- u. Fettindustrie (russ.) Nr. 12, 


20 (1932); zit. nach Chem. Zbl. 1933, II, 1617. 

[2] Oparin, A.: diese Zeitschr. 182, 155 (1927). 

(3] Skipin, A. u. G. Pawtow: Ol- u. Fettindustrie (russ.) 13, Nr. 6, 5-6; 
zit. nach Chem, Zbl. 1939, I, 2996. 
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fiel und das sicherlich solange hindurchtretenden Sauerstoff zu absorbier: 
vermag, bis seine Aufnahmefahigkeit erschépft ist. 

Durch die verstarkte Bildung basischer Bestandteile besteht die erhéhi: 
Méglichkeit der Bildung von Symplexen nach Art der Lipoproteide, wo: 
auf schon PrzyLecki und Horer [1] hinwiesen, die den basischen Amino 
sduren die Hauptrolle bei der Entstehung der Lipoproteide zuerkennen. 
Da solche Verbindungen stabil und durch Petrolather nicht extrahierb:r 
sind, so driickt sich deren Entstehung zwangslaufig durch eine Abnahnv 
im Fettgehalt aus, was (vgl. Abb. 5 und 6) in einer groBen Zahl von Unter 
suchungen nachgewiesen werden konnte. Dieser Verlust an Fett kann nicht 
auf Atmungsverlust zuriickgefiihrt werden, da der absolute Gewichts. 
verlust der Substanz nach 1!/,- bis zmonatiger Lagerung bei 30° und 
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 66% nur 1,0% betrug, der Fettver 
lust jedoch 2,7%. In noch gréBerem Umfang konnten wir dies bei Eidotter 
finden, wo der absolute, nicht mehr extrahierbare Fettanteil 6 bis 7° aus 
machte [2]. GrossFELD und ScurOpeER [2] weisen bei ihrer Bestimmung 
des Gesamtfettes in Lebensmitteln ausdriicklich darauf hin, daB es durch 
einfache Extraktion mit Ather, Benzin oder anderen Lésungsmitteln 
nicht gelingt, alles Fett zu extrahieren, und schlagen statt dessen ein Alko 
hol-Benzolgemisch als Extraktionsmittel vor, mit dem sie z. B. bei Milch 
pulver statt 19,0 bis 19,5% einen Fettgehalt von 24,0 bis 24,3%fanden, 
und folgerten daraus, daB die Salzsaureverfahren bei diesen Lebensmitteln 
als vorbereitende MaBnahme fiir die Fettextraktion versagen. Auf Grund 
der vorliegenden Untersuchungen kommen wir zu der Erkenntnis, dai} 
Alkohol-Benzolextraktion nur von Fall zu Fall die richtigen Werte zu 
liefern vermag, némlich dann, wenn es gelingt, mit ihr die Symplexe von- 
einander [3] zu trennen und dadurch den gebundenen Anteil Fett zu iso- 
lieren. Bei den Sonnenblumensamen vermag, nach tberschlagweiser Be 
rechnung, Alkohol-Benzol und Essigsdureathylester nur je 0,5°% Fett aus 
der Bindung zu lésen, 1,5% miissen jedoch noch gebunden sein. 


Zusammenfassung. 

Durch das Schalen der Sonnenblumensamen wird deren Haltbarkeit 
auBerordentlich vermindert, wenn bei der Lagerung die Luftfeuchtigkeit 
mehr als 60% betragt. Der Temperaturfaktor ist dabei gegeniiber den 
EinfluB der Luftfeuchtigkeit von geringer Bedeutung. Durch den Wegfa!! 
der Schale bekommt der Kern erhéhte Umsatzbereitschaft, was sich vor 
allem in einem auBerordentlich starken Ansteigen der Saurezahl der 
Petrolatherextrakte bemerkbar macht. Es konnten eine Reihe von Beweise) 
gesammelt werden, wonach dies auf eine Oxydation der Aminosauren und 
EiweiSk6rper zuriickzufiihren ist. 


[1] v. Przyteckt, St. J. u. E. Horer: diese Zeitschr. 288, 302 (1936). 
[2] Diese Untersuchungen gingen leider verloren. 
[3] GrossFeLD, J.u. B. Scuroepen: Z. Untersuchg. Lebensmittel 85, 225 (1943). 
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Der EinfiluB des Gefrierens 
auf die Wirksamkeit von Fermenten. 
Von 
FRIEDRICH KIERMEIER. 


(Mitteilung aus dem Institut fiir Lebensmittelforschung, Miinchen*.) 


( Eingegangen am 10. Juni 1944.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Der EinfluB des Frostes auf die Zelle ist in zahlreichen Arbeiten [1] 
untersucht worden, jedoch die Angaben iiber seine Wirkung auf die Fer- 
mente sind sparlich [2]. Norp [3] hatte die Fermente zum Ausgangspunkt 
seiner Kryolyseforschung organischer Kolloide genommen, da er an 
Zymaselésungen eine voriibergehende Aktivitatssteigerung nach dem 
Gefrieren feststellen konnte. Auch an Tyrosinase, Katalase und Peroxy- 
dase wurde beobachtet, da diese nach dem Gefrieren in ihrer Wirksamkeit 
verandert waren. Weiterhin ist aus der Gewinnung der Fermente als vor- 
teilhaft bekannt, die Ausgangsmaterialien vorher zu gefrieren. Priift man 
die verschiedenen Angaben in der Literatur nach, so zeigt sich GréBe und 
Richtung des Einflusses verinderlich und unsicher reproduzierbar. Es 
wurde daher versucht, diesem Fragenkomplex, der fiir viele, vor allem 
angewandte naturwissenschaftliche Disziplinen wie Pflanzenpathologie [4], 
Pflanzenziichtung [5], Lebensmittelfrischhaltung, Bakteriologie [6], Virus- 
forschung [7] u. a. m. so dringend der Klarung bedarf, naherzukommen. 


* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Reichsstelle fiir Fette und Eier 
durchgefiihrt. Ihr sowie meinen techn. Assistentinnen Fr]. Acuatz, Frau Ba- 
STANIER, Fr]. Fiscuer, Fri. Neeper, Fri. v. Gimporn und Frl. Kemper mochte 
ich auch an dieser Steile meinen Dank aussprechen. 

[1] Ein Eingehen auf die umfangreiche Literatur ist aus platzbedingten Griin- 
den unméglich. 

[2] Berstn, Tu.: Kurzes Lehrbuch der Enzymologie, S. 30, Leipzig 1937. 

[3] Norp, F. F.: Ergebn. Enzymforsch. 2, 22, Leipzig 1933. 

[4] WaRTENBERG, H.: ,,Kalte und Hitze als Todesursache der Pflanze und als 
Ursache von Pflanzenkrankheiten‘‘ in: Handbuch der Pflanzenkrankheiten von 
P. SorRAvER, 1, 475, Berlin 1933. 

[5] Roemer, Tu. u. W. RuporF: Handbuch der Pflanzenziichtung, 1, 212, 
Berlin 1941. : 

{6] Rippet, A.: Handbuch der Bodenlehre; Bd. VII, Abschnitt C: Die bio- 
logische Beschaffenheit des Bodens. 1. Niedere Pflanzen, S. 261. 

{7] Kaiser, M.: Biol. generalis 16, 513, Wien 1942. 
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Wahrend uber den EinfluB gefrorengewesener Fermentlésungen weni: 
stens einige exakte Beobachtungen vorliegen, haben sich bisher nur B11. 
und Tucker{1] bemiht, das Vorhandensein einer Wirksamkeit von Fi 
menten im gefrorenen Substrat mit wissenschaftlichen Methoden nachzi: 
weisen. Daneben gibt es eine Reihe von Arbeiten, in denen auf Grund vo: 
Veranderungen der Naturstoffe im gefrorenen Zustand auf die Wirkun; 
von Fermenten geschlossen wird. Es scheint verwunderlich, daB man sic! 
so wenig von der rein wissenschaftlichen Seite aus mit dieser Frage befal}; 
hat. Zu erklaren ist das damit, weil der exakten Durchfiihrung eine Reih 
von experimentellen und technischen Sc hwierigkeiten entgegenstehen. Di 
wic ne davon sind: 

. Durch Erniedrigung der Temperatur wird die Reaktionszeit wesent 
lich verlangert. Versucht man dies durch erhéhte Fermentkonzentration 
auszugleichen, so sind die Werte fiir den Einflu8 der Fermentwirkung vo: 
und nach dem Einfrieren ein Vielfaches von denen, die.auf die Wirkung 
des Ferments wahrend des Gefrierens zuriickzufiihren sind. Wird dagegen 
eine normale oder kleinere Fermentkonzentration angewendet, so erfor 
dert dies empfindlichere Bestimmungsmethoden und wegen der iibermabig 
verlangerten Reaktionszeiten eine von den iiblichen Berechnungen al) 
weichende Auswertung. 

2. Die langen Reaktionszeiten bedinges: unter Umstanden eine Ver- 
anderung des Substrats durch Hydrolyse oder Veresterung einerseits unc 


gegebenenfalls eine Zerst6rung der Fermente andererseits, wie es fiir jedi 
verdiinnte Fermentlésung, die man lange auf Vorrat halt, erfahrungsgemil; 
bekannt ist. Daher kénnen auch Vergleiche gegen eine ungefrorene Fer 
mentlésung nur bedingt richtig sein. 

3. Durch Festwerden des Substrats ist fiir jede Bestimmung ein neuer 
Ansatz notig, und eine gréBere Zahl von Bestimmungsmethoden sind nicht 
mehr anwendbar. 


Will man die aufgezahlten Schwierigkeiten, die sich fiir jede speziell 
‘Aufgabe noch vermehren, beseitigen, so mu8 man von den bekannten und 
klassischen Methoden der Fermentchemie Abstand nehmen. Jeder Schritt 
zur Erkenntnis ist also mit zahlreichen Vorversuchen verbunden. Der 
Deutung von Gefrierwirkungen auf Fermente ist weiterhin hinderlich. 
daB es nicht in jedem Falle méglich ist, die verschiedenen Gefriereinfliiss: 
voneinander zu trennen, und weil das Substrat gleichzeitig durch den 
Frost mit veraindert werden kann. 


1. Die Wirksamkeit von Fermenten im gefrorenen Medium. 


Setzt man wasserhaltige Substrate Temperaturen unter o°C aus, so gi 
friert das Wasser im allgemeinen nicht sofort vollkommen aus, sondern aui 


{1] Bautus, A. K. u. J. W. Tucker: Ind. Engng. Chem. 30, 415 (1938). 
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Grund vorhandener wasserléslicher Stoffe wie Salze, Kohlenhydrate, Ei- 
weiBkérper wird der Gefrierpunkt der Restlésung stark herabgesetzt. 
Selbst bei Temperaturen um -—20° C sind nach Heiss [1] je nach 
Lebensmittelart nur 69 bis 96% des vorhandenen Wassers ausgefroren, 
erst bei Temperaturen zwischen —62 bis —65° C soll dies z. B. bei Fleisch 
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Abb.1. Die Wirksamkeit von Katalase in géfrorenen Lésungen. (Reaktionszeit: 1365 Min. + 8%)3 
Phosphatpuffer, pyy = 6,8 bei 18° Katalase aus Schweinefettgewebe.) 


der Fall sein. Solange aber Wasser in fliissiger Form vorliegt, solange 
miiBte sich auch die Wirksamkeit von Fermenten nachweisen lassen. An 
wasserigen Katalaseldsungen konnte diese Annahme, wie Abb. 1 zeigt, 
belegt werden. Die fermentative Zersetzung von H,O, ist innerhalb von 
24 Stunden einwandfrei zu verfolgen (vgl. Abschnitt 6), die Reaktions- 
geschwindigkeit nimmt in stetiger Weise ab, und zwar zwischen o° und 
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Abb. 2. Der Einfilu8 der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit von Lipase in festen Fett- 
emulsionen. (Reaktionszeit: 2,4. 10° bis 3,6. 10° Min.; NH,Cl-NH,OH-Puffer, pzy = 8,9 bei 30°, 
Lipase aus Schweinepankreas.) 


—10° wesentlich stairker (Q,) = 3,0) als im Bereich —10° und —20° 
(Q19 = 1,6). Da der Reaktionsansatz einen Wassergehalt von 99% hat, 
kénnte man das Versuchsergebnis nur fiir beschrankt tibertragbar halten, 


{1} Heiss, R.: diese Zeitschr. 267, 438-451 (1933). 
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denn bei den in der Natur vorkommenden Stoffen ist fast immer m 
einem Wassergehalt von 70 bis 95% zu rechnen. Aus diesem Grunde wu: 
den die Versuche mit einem anderen Ferment in einem vollstandig andere), 
Milieu wiederholt, und zwar wurden Schweinefettemulsionen mit einen 
Wassergehalt von 25%, angewendet, denen Pankreaslipase in groBer Ver 
diinnung zugesetzt worden war (vgl. Abschnitt 15). Die Glyceridspaltung 
innerhalb von 8 Monaten war (vgl. Abb. 2) bis —24°C noch deutlich 
meBbar und hatte bei noch tieferen Temperaturen nachgewiesen werden 
kénnen, jedoch waren dazu die apparativen Voraussetzungen nicht vor 
handen. 

Diese Versuche bestatigen sowohl unsere Katalaseuntersuchungen als 
auch die Versuche von Bats und Tucker [1], die mit Pankreaslipase dic 
Spaltung von Olivenél bis zu —-31° C nachweisen konnten, wobei deren 
Versuche jedoch in einem sehr unnatiirlichen Medium durchgefiihrt wur 
den, da dieses bis zu —15° C noch fliissig war und 24% Glycerin enthielt. 

2s erhebt sich nun die Frage, ob sich diese Ergebnisse verallgemeinern 
lassen. LINEWEAVER und Batts[2] verneinen das, da sie im gefrorenen 
Medium keine Spaltung durch Chymotrypsin nachweisen konnten, und 
erklaren dies damit, daB infolge der GréBe der EiweiBmolekiile eine Diffu 
sion vom Substrat zum Ferment im gefrorenen Zustande nicht stattfinden 
kénne. Unseres Erachtens fuBt diese Anschauung auf der falschen Voraus. 
setzung, daB bei den angewendeten Versuchstemperaturen bis zu —3o0° C 
alles Wasser restlos ausgefroren sei, wahrend doch, wie wir sahen, bei sin 
kender Temperatur der ausgefrorene Wasseranteil je nach der Zusammen 
setzung des Reaktionsmilieus sehr verschieden sein kann. Da in dem bio. 
logisch besonders interessierenden Temperaturintervall von o° bis zu rund 
—30° C meist noch nicht alles Wasser ausgefroren ist, darf man auf Grund 
unserer Versuchsergebnisse mit zwei Fermenten in vollkommen verschie- 
denem Milieu als gesichert ansehen, daB alle Fermente ihre Aktivitat be 
halten, solange noch fliissige Anteile in dem sonst gefrorenen K6rper vor 
legen, wenn nicht durch die allmahliche Konzentrierung der wasserlés- 
lichen Stoffe eine Umgebung entsteht, die die Reaktion primar unterbindet, 
wobei offenbleibt, ob es dabei zu einer reversiblen oder irreversiblen Hem- 
mung des Ferments gekommen oder ob das Substrat (z. B. durch Koagu- 
lation) verandert worden ist. 

Diese Fragen bediirfen fiir dic verschiedenen Fermente in verschiedenen 
Milieus der Aufklarung. In dem Zaherwerden des Mediums allein kann 
keine wesentliche Beeintrachtigung der Fermentreaktion gesehen werden, 
wie durch verschiedene Zusatze von Agar und Gelatine nachgewiesen 
werden konnte, bei denen: die Fettemulsionen so fest wurden, da8 sie 
bréckelten (vgl. Tabelle 8). 


{1} Batts, A. K. u. J. W. Tucker: Ind. Engng. Chem. 30, 415 (1938). 
[2] Batis, A. K. u. H. Lineweaver: Food Res. 3, 57 (1938). 
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2. Der GefriereinfiuB an sich. 


Schon bei der kritischen Betrachtung der Einzelergebnisse (vgl. Abb. 1) 
der im ersten Abschnitt beschriebenen Versuche fallt sofort auf, daB der 
mittlere Fehler bei den Gefrierversuchen vor allem zwischen —4° bis 

7°C rund zehnmal gréBer ist als bei den ungefrorenen Kontrollver- 
suchen, und zwar erreichen dadurch manche Versuche bei Temperaturen 
unter o° C Werte fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, die gleich oder héher 
als die des Kontrollversuchs bei o° C sind. Diese von uns oft beobachtete 
Erscheinung bedeutet eine AktivitétserhGhung durch das Gefrieren, was 
die von Norp{[1] festgestellte AktivitatserhGhung bei Zymase bestatigt, 
jedoch mit dem wichtigen Unterschied, daB wir dies nicht nur nach dem 
Gefrieren, sondern auch wahrend des Gefrierens nachzuweisen vermochten. 
Von Norp wurde diese Veranderung an Fermenten nicht weiter verfolgt, 
er wandte sich dem Studium von Modellsubstanzen wie Albumin, Gelatine, 
Polyacrylsaureestern zu und konnte bei diesen zusammen mit Ho1.z- 
APFEL [2] finden, daB die Polaritat des Lésungsmittels von ausschlaggeben- 
der Bedeutung fiir das AusmaB des Gefriereffekts ist. Wahrend homéopo- 
lare Kolloide in homéopolaren Lésungsmitteln Aggregation, in polaren 
Lésungsmitteln jedoch Desaggregation der Teilchen zeigen, sind die Er- 
scheinungen fiir heteropolare Kolloide in heteropolaren Lésungsmitteln 
~ also gerade fiir alle Fermentvorgange — uneinheitlich. Auch bei unseren 
Versuchen stellten wir dies immer wieder fest, und zwar vor allem im Tem- 
peraturbereich -o° bis —6°. Nur durch genaue Festlegung der Gefrier- 
bedingungen gelang es schlieBlich, stets das gleiche Ergebnis zu erhalten. 
_ Es konnte sichergestellt werden, daB im Temperaturbereich —o° bis —4° 
durch das Gefrieren eine konzentrationsabhaingige Erhéhung der Wirk- 
samkeit des Fermentes eintritt. Wahrend z. B. bei 0° eine Katalaselésung 
H,O, mit einer Reaktionsgeschwindigkeit von 0,77* 10 zersetzte, be- 
trugen die entsprechenden Werte fiir —o,6° im unterkiihlten Zustande des 
Reaktionsansatzes 0,66- 10% und fiir —o,6° im gefrorenen Zustande 
1,09 * 107°, was einer Steigerung der Wirksamkeit um 71% durch das Ge- 
frieren gleichkommt. (Vgl. Tab. 1.) Fiir noch tiefere Temperaturen konnte 
bis jetzt der Versuch nicht durchgefiihrt werden, da die Versuchsansatze 
zu leicht erstarrten. Schon bei —4° ergibt sich die Tatsache, wie Abb. 3 
zeigt, daB die durch das Gefrieren erreichte Erhéhung der Katalase- 
wirksamkeit mit der Lange der Reaktionszeit immer mehr an Wert ver- 
liert, weil im gefrorenen Zustande die Diffusion schwerer vor sich geht als 
im unterkiihlten. Je nach der Konzentration der Fermentlésung lieBen sich 
nahezu 100%ige Steigerungen erreichen. Mit Lipase in Fettemulsion 


{1] Houzapret, L.u. F. F. Norn: Atti X Congr. int. Chim. Roma, III, 190 


bis 196 (1939). 
[2] Houzapret, L. u. F. F. Norp: Atti X Congr. int. Chim., Roma, III, 190 


bis 196 (1939). 
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konnten die fiir Katalase gewonnenen Ergebnisse nicht wiederholt werden, 
da es nicht méglich ist, in reproduzierbarer Weise Unterkiihlungen 7, 
erreichen. Da jedoch auch bei Lipase durch das Gefrieren Erh6hungen de 
Wirksamkeit eintreten, konnte des 6fteren in Form unerwiinschter ,,Ve: 
suchsausfalle‘ festgestellt werden. So wurden bei —o,5° und —1,5° un 
20 bis 40% hdhere Werte fiir di 
Fettspaltung durch Lipase g: 
messen als fiir + 0,5°. Diese Er- 
kenntnis hat fiir die Praxis ein 
besondere Bedeutung, doch sol! 
dariiber an anderer Stelle zu 
sammenfassend berichtet werden. 

Diesen Versuchen haftet der 
Mangel an, da die gefundenen 
Erhéhungen der Wirksamkeit 
| durch andere Effekte iiberdeckt 
1 n werden kénnen. Denn durch das 
AD ’ Gefrieren des Substrats gelangen 
Abb. 3. Die Aktivitét von Katalase bei —4° in ge- die Fermente - 6 Milieu, das 
frorenen (g) und unterkihiten (u) Lésungen. (Phos- nicht mehr gleichbleibend opt 
Ric ny HER yet Ban wr asg aasldaietecst ar mal zu sein braucht, man denke 

nur an die Konzentrierung der 
Salze und an die Verschiebung des py-Wertes. Jedoch scheinen die all 
gemeinen Erfahrungen bei der Fermentgewinnung diese Einwande zu 
entkraften, denn danach ist es bekannt, da man die Ferment-,,Ausbeute” 
durch Gefrieren erhdhen kann. Auf Grund unserer Untersuchungen 
iiber die Gewinnung von Katalase aus Schweinefettgewebe (Tabelle 2) 
ist das keineswegs sicher, denn die Ausbeute an Katalase ist von der Ge 
friertemperatur und Gefrierzeit abhangig. Da dies auch in anderem Zu 
_sammenhang gefunden wurde [1], so ist nach unserem Dafiirhalten not- 
wendig, daB mzn sich erst durch Vorversuche tiberzeugen muB, ob tat 
sichlich die Ausveute gesteigert werden kann, wobei die Ansiatze jedoch 
nicht zu klein gemacht werden diirfen, weil verschieden groBe Ansatze 
auch in verschiedener Weise gefrieren kénnen. 

Auch nach der im experimentellen Teil angegebenen Arbeitsweise ste!! 
ten sich Erhéhungen der Wirksamkeit nach dem Gefrieren ein, jedoch 
wurden sie erst im aufgetauten Ansatz gemessen. Es ist also nicht sicher, 
ob die Verainderung der Katalase schon im gefrorenen Fettgewebe vor 
lag. Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorigen Versuchsreihen kann man 
es jedoch aus Analogiegriinden fiir wahrscheinlich halten. Verfolgt man den 
Einflu8 des Gefrierens auf Fermente in ihrem natiirlichen Vorkommen, 
































[1] Krermerer, F.: Der EinfluB des Gefrierens auf die Katalaseaktivitat von 
pflanzlichen Geweben (in. Vorbereitung). 





der 
‘nen 
keit 
eckt 
das 
igen 
das 
ypti 
nke 
der 
all 


Zu 


nan 


den 


Der EinfluB des Gefrierens auf die Wirksamkeit von Fermenten. 281 


entweder durch den Substratabbau im gefrorenen Zustande oder nach Ex- 
traktion im aufgetauten Zustande, so besteht die Gefahr, sich zu tauschen, 
weil durch eventuelle Ausschaltung von Schutz- und Hemmstoffen durch 
Ausflockung, besonders bei hochmolekularen K6érpern, die Fermentwirk- 
samkeit erhéht werden kann, die danach also nicht — wenn wir uns die 
Norpschen Gedanken zu eigen machen — auf einer Desaggregation des 
FKermentmolekiils beruht. 


3. Der Einfiu8 des Gefrierens auf das Verhalten der Fermente 
nach dem Auftauen. 

Wird das Ferment durch das Gefrieren verandert, so kann man dies nach 
dem Auftauen noch nachweisen, jedoch ist der Zustand des Ferments 
so labil, daB nur eine genaue Zeitfolge fiir die einzelnen Arbeitsginge 
Ubereinstimmung bei Parallelversuchen verbiirgt. Auf Grund der Unter- 
suchungen von BAMANN und FercutNer [1], die einen Gang in der Wirk- 
samkeit von langere Zeit lagernden Pankreaslipaselésungen beobachteten, 
war dies nicht anders zu erwarten. Bei unseren Versuchen mit Ferment- 
lésungen und mit fermenthaltigen Naturprodukten zeigte sich, wie empfind- 
lich das Fermentmolekiil auf die verschiedenen Bedingungen des Gefrie- 
rens wie Temperatur, Dauer und Geschwindigkeit des Erstarrens reagiert 
und wie die Eigenart des jeweiligen Substrats, die Fermentkonzentration 
und Aufbewahrungszeit und Temperatur nach dem Auftauen die primiren 
Gefrierveranderungen iiberlagert. Es ist deshalb nicht verwunderlich, dais 
jede Untersuchung iiber die Gefrierbehandlung eines Ferments zuniachst 
mit zahlreichen Miferfolgen endet und sich kaum eine reproduzierbare 
GesetzmaBigkeit ergibt, weil wahrend des Arbeitens immer wieder eine neue 
Veranderliche entdeckt wird oder weil sich die Versuchsbedingungen nicht 
als so reproduzierbar erweisen, wie anfangs angenommen wurde. Eine Beob- 
achtung konnte immer wieder dargestellt werden, namlich da das mehr- 
malige Gefrieren und wieder Auftauen wasseriger Fermentlésungen deren 
Wirksamkeit vermindert (Tabellen 4 und 9g), bei einer Lipaselésung 
konnte z. B. durch fiinfmaliges Gefrieren bei —4° die Wirksamkeit um 
gi% vermindert werden. Wenn man Kartoffeln ebenfalls mehrere Male 
gefriert, kann man iiber die Wirksamkeit der Katalase in den Extrakten 
die gleichen Beobachtungen machen, wie bei den reinen Fermentlésungen. 
Zunachst wurde bei einmaligem Gefrieren bei —15° die Wirksamkeit um 
10,7% erhdht, durch fiinfmalges Gefrieren jedoch um 7,1% vermindert, 
und zwar, wenn man sofort nach dem Auftauen untersucht. LaBt man 


jedoch die gefrorenen Kartoffelstiicke gleichzeitig mit ungefrorenen im 
Kiithlschrank 24 Stunden liegen, so zeigen sich betrachtliche Abnahmen von 
36,5 bzw. 65,0% [2]. Hier bestehen interessante Parallelen zur Koagulation 


[1] BamaNN, E. ue Cu. Fercutner: diese Zeitschr. 288, 295 (1936). 
[2] Siehe FuBnote auf S. 377. 
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des Protoplasmas, fiir das bekannt ist, daB es eine Plasmolyse unter U: 
stinden besser vertrigt als eine Deplasmolyse, und daB mehrmaliges Au: 
einanderfolgen von Plasmolyse und Deplasmolyse von keiner Zelle au. 
gehalten wird [1]. 

Wir miissen also beim Gefrieren eines Ferments nicht nur mit 
einer Erhéhung seiner Wirksamkeit, sondern u. U. gleichzeitig mit eine: 
Verminderung rechnen. Nach Norp miibte angenommen werden, da‘) 
aus der Desaggregation eine Aggregation der Teilchen wird, wir halten 
es .jedoch fiir wahrscheinlicher, daB ein Teil der Fermentmolekiile des 
aggregiert, ein anderer Teil aggregiert wird. Fiir die Verminderung 
ist u. E. die Koagulation des TragereiweiBes verantwortlich zu machen. 
Das steht im Einklang mit Versuchen von Finn [2], der fiir das wasser 
lésliche EiweiS eine Denaturierung des Fischmuskels durch Gefrieren 
feststellen konnte. Verfolgt man diesen Gedanken weiter, so liegt dic 
Annahme nahe, die Erhéhung sei durch die Koagulation, d. h. Aus 
schaltung hochmolekularer Hemmké6rper bedingt, was der Vorstellung 
von BAMANN und FEICHTNER [3] tiber den Aufbau des Fermentmolekiils 
entspricht, die den Traiger der Wirkgruppe mit verschiedenen anderen 
hochmolekularen Stoffen assoziiert oder chemisch verbunden halten. Fiir 
die Norpsche Auffassung der Desaggregation des Ferments wiirde das 
bedeuten: Eine VergréBerung der aktiven Oberfliche durch Gefrieren 
braucht nicht nur in einer Aufteilung eines GroSmolekiils in lauter 
kleinere Teilchén zu bestehen, sondern der Frost kann Teilchen mit 
Wirkgruppe und solche ohne absprengen, was eine Bestitigung der 
Ansicht von BAMANN und FEIcHTNER iiber den Fermentaufbau wire. 
Die groBe Labilitat des Ferments nach dem Auftauen halten Norp und 
Mitarbeiter [2] fiir eine nachtragliche Aggregation, die durch eine ver 
zogerte Einstellung des Gleichgewichts bedingt ist, was HOLZAPFEL [4) 
fiir den pyy-Wert einer wasserigen Polyacrylsiurelésung nachweisen konnt: 
und was auch in Ubereinstimmung mit unseren Versuchen (Tabellen 3 
und 10) tiber Beeinflussung der Aggregationsgeschwindigkeit durch Tem 
peratur und Milieu steht; siehe auch die Erklarung von TurEsseEn [5 
fiir das Verhalten von Seifenlésungen. Es ist jedoch auch méglich, daB dic 
durch den Frost von hochmolekularen assoziierten Begleitstoffen befreiten 
Fermentteilchen sich mit Hilfe ihrer Nebenvalenzen untereinander ab 
sattigen, wobei dann wieder die Gefahr des Unléslichwerdens besteht, so 
da8 im Endeffekt das gleiche Ergebnis wie bei den Vorstellungen von Nor» 
herauskommt. 


{1] Lepescuxin, W. W.: Kolloidchemie des Protoplasmas (Dresden 1938). 
[2] Finn, D. B.: Prov. Roy. Soc. B. 111, 396 (1932). 

[3] Bamann, E. u. Cu. FercutNen: diese Zeitschr. 288, 70 (1936). 

[4] Hotzapre., L.: Kolloid-Z. 85, 272 (1938). 

[5] Turessen, P. A.: Z. physik. Chem. A 156, 457 (1931). 
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4. Der EinfiuB8 der durch das Gefrieren bedingten Substratverinderung 
auf die Wirksamkeit der Fermente. 


Durch das Gefrieren werden nicht nur die Fermente, sondern auch 
das Substrat in mannigfacher Weise verandert [1], und zwar gilt das nicht 
nur fiir hochpolymere, sondern auch fiir einfach gebaute Stoffe wie Eisen- 
hydroxyd oder Natriumoleat. Dadurch muB die Wirksamkeit der Fer- 
mente indirekt beeinfluBt werden. Im Rahmen ‘der vorliegenden Arbeit ist es 
unmdglich, diesen Einzelfragen nachzugehen, denn dann hatte man fiir alle 
den Fermenten dienenden Substrate die Bedeutung der Frostwirkung klaren 
miissen. Selbst wenn man sich die Aufgabe nur fiir ein Ferment stellt, 
ist die Zahl der Varianten (pyy-Wert, Konzentration und Art des Substrats, 
Gefriertemperatur und Gefriergeschwindigkeit) so groB, daB es ratsam 
scheint, zu dieser Frage nur programmatisch Stellung zu nehmen. Vier 
Ursachen diirften vornehmlich die Wirksamkeit der Fermente verandern: 


Die Auskristallisation des Wassers, 

die Konzentrierung der wasserléslichen Stoffe, 
das Zaher- bzw. Festwerden des Substrats und 
die mechanische Wirkung der Kristallbildung. 


Beim Gefrieren des Wassers wird dem Substrat Wasser entzogen. Es 
treten Erscheinungen auf, die denen beim Austrocknen ahnlich sind. Je 
nach dem Grad dieser Entwasserung und 
der Art der beteiligten Stoffe wird die 
Denaturierung und Koagulation der Stoffe 
reversibel oder irreversibel sein und dem- 
zufolge wird die Verminderung der Wirk- 
samkeit der Fermente mehr oder weniger 
groB sein. Dies wird stark beeinflu&t durch 
die wasserléslichen Stoffe, die immer starker 
angereichert werden. Bei Salzen.diirfte dies 
zur Inaktivierung des Ferments fiihren und 
bei bestimmten organischen Stoffen, vor 
allem Zucker oder Glycerin, innerhalb ge- 
wisser Temperaturbereiche zu Erhdhungen ici: sie Ane eye 
der Wirksamkeit (vgl. Abschnitt 12). Schon me Sth nm bei bec vm 
daraus ist zu entnehmen, da® bei kompli- T’™Peratren und Py-Stufen. (Die 


: . Pyy-Werte der NH,Cl-NH,OH-Puffer- 
ziert zusammengesetzten Substraten die  Mischungen wurden in jedem Falle auf 
Wirksamkeit der Fermente nicht stetig ab- “* ee Gees oxciiiad 
nimmt, wenn die Temperatur immer weiter 

unter o° C sinkt, im Gegenteil, bei bestimmten Temperaturen wird sich 
die Reaktionsgeschwindigkeit des Ferments erhéhen, was z. B. durch die 


{1] Aus Platzgriinden ist es unméglich, den Literaturnachweis iiber die bis 
jetzt festgestellten Veranderungen der Stoffe durch Gefrieren zu fiihren. 
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Ausfallung eines hemmenden Stoffes bedingt sein kann. Damit erklir 

wir uns die Unstetigkeiten, die wir bei der Bestimmung des Aktivitii: 

optimums von Lipase bei verschiedenen pyy-Stufen bei —o,1° und — 15 
gegeniiber dem normalen Verlauf bei + 30° feststellten (Abb. 4), uni! 
die bisher unverstandlichen Tatsachen beim Gefrieren einzelner Natu 

produkte, die z. B. bei —8° weniger starke Veranderungen erlitten «|. 
bei —-12°. Auch hier hangt es vom Grad der Veranderung ab, ob s\. 
nach dem Auftauen erhalten bleiben. 

Gleichzeitig wichst die Zahigkeit der fliissigen Phase, und damit mi: 
dert sich die Wirksamkeit der Fermente. Doch diirften die Einfliisse gege: 
iiber denen beim Gefrieren des Wassers und der Konzentrierung der wassv: 
léslichen Stoffe relativ gering bleiben (vgl. Tabelle 8). Erst wenn sic! 
die Diffusionswege vom Ferment zum Substrat durch immer stirkere, 
Auskristallisieren vergr6Bern oder wenn gar das Substrat glasig erstarrt, 
mu mit einer nahezu vollstandigen Hemmung der Fermentwirkung « 
rechnet werden. 

Werden die Gewebe durch Eiskristalle verletzt, so wirkt sich das ers: 
nach dem Auftauen in einer erhéhten Wirksamkeit der Fermente au- 
(Autolyseerscheinungen), weil der Stoffaustausch nicht mehr durch 7c! 
wande gehindert ist. Diese bekannten mechanischen Wirkungen des Iroc 
stes kénnen durch hdhere Gefriergeschwindigkeit abgeschwacht werden. 
In der Folge wird die fliissige Phase zaher als bei niederer Gefriergeschwi: 
digkeit, wodurch das Ferment in seiner Wirkung beeintrachtigt und di: 
spezifische Wirkung des Frostes auf das Ferment geringer wird (Tabelle 5) 
Wieweit sich diese giinstige Wirkung einer erhéhten Gefriergeschwindig ket 
bei langerer Lagerung der Fermentansatze im gefrorenen Zustand durc|) 
das bekannte GréBerwerden der Kristalle wieder ausgleicht, muB spiiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben [1]. Welche Bedeutung die mehr oder 
weniger starke Zerstérung der Emulsion durch Frost [2] und die spezifisch 
_mechanische Wirkung bei der Kristallbildung [3] haben, kann auch nich 
annahernd ermessen werden. 


Versuchsteil. 
Gefrierversuche mit Katalase und katalasehaltigen Produkten. 
5. Enzymmaterial. 
Die Katalase wurde in iiblicher Weise aus Pferdeleber [4] und au 


Schweinefettgewebe (Flomen) gewonnen. 


[1] Prank, R.: Beih. Z. ges. Kalte-Industrie, Reihe 3, Heft 10, Berlin 1941 
[2] Herretp, H., R. Scnusertu. W. Karzenau: Fetteu. Seifen 50, 576 (1943 
[3] Itg1n: Protoplasma 10, 379 (1930). 

[4] ZeiLe, K.: Z. physiol. Chem. 195, 39 (1931). 
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Um das lange Extrahieren des Fettes im Soxh/et zu vermeiden, was die Aus- 
heute an Ferment verminderte, wurden 50 g Fettgewebe in Portionen zu je 10g 
iit kleinen Anteilen Ather kalt extrahiert, Verbrauch 250 ccm. Das fettfreie Ge- 
webe wurde in der Kugelmiihle zerkleinert und mit 125 ccm Wasser 1 Stunde 
lang geschiittelt und anschlieBend zentrifugiert. Die leicht triibe Losung wurde 
nun in gleicher Weise wie bei der Pferdeleberkatalase weiter aufgearbeitet (Ad- 
sorption an Tricalciumphosphat usw.). 


6. Bestimmung der Wirksamkeit von Katalase 
im gefrorenen Medium. 


Die tbliche Technik [1], bei der das nichtzersetzte HzO, mit KMnQ, in 
kurzen Abstanden innerhalb 15 bis 20 Minuten bestimmt wurde, ist nicht 
anwendbar, da die gefrorenen Lésungen zu lange Zeit zum Auftauen 
bendtigten (vgl. Einleitung). Die dadurch entstehenden Fehler in den Er- 
gebnissen wurden vermieden, wenn man die Katalase méglichst lange 
einwirken lieB, was nur durch sehr verdiinnte Fermentlésungen méglich ist. 
Auswertung: k = 1/t log a/(a—z). 

Fiir jeden Ansatz wurden 3 ccm einer Mischung aus 1 ccm Katalaselésung 
Schweinefettgewebe) und 149 ccm m/30 — Phosphatpuffer (py, = 6,8) zu 7 com 
n/50 — H,O, in einen Weithals-Erlenmeyer-Kolben von 100ccm gegeben und 
schnell bei —-21° in einer Kochsalzsole in 3 bis 5 Minuten gefroren. Beide Lésun- 
gen wurden auf o° vorgekiihlt. Durch thermoelektrische Messungen wurde fest- 
gestellt, daB die Versuchsansatze beim Einfrieren weder tiefere Temperaturen 
als —2 bis —-4° annahmen, noch ihre Kristallisationswarme zu langsam abgaben. 
Zur Unterbrechung der Reaktion wurden nach 22 bis 24 Stunden noch im ge- 
frorenen Zustand 20%ige H,SO, zugesetzt. Da die Reaktionslésung im Kolben 
in diinner Schicht ausgebreitet war, taute sie bei Zimmertemperatur in 10 bis 
30 Minuten auf. Abgesehen von Ausnahmen betrug der Arbeitsfehler nur wenige 
Prozent. Die Ergebnisse sind in Abb. 1 dargestellt. 


7. Katalasewirksamkeit in unterkiihlten und gefrorenen 
Versuchsansatzen. 


Die Kolben mit den Einzelansatzen wurden in Thermostaten eingehangt. 
Temperaturkonstanz: +- 0,05°. Temperatur des Arbeitsraumes: — 8° C. 
Die Versuchslésungen wurden vor Reaktionsbeginn auf die gewiinschte 
Temperatur gebracht. Die Versuche wurden bei — 0,5°, — 0,6°, — 0,95°, 
—1,9° und — 4,0° durchgefiihrt und hatten alle das Ergebnis, wie das 
Beispiel in Tabelle 1 zeigt, daB die Katalase in den gefrorenen Ansitzen 
eine héhere Wirksamkeit aufwies als in den unterkiihlten. Nur wenn man 
die Versuche bei — 4° auf langere Zeit ausdehnt, macht sich vermutlich 
der héhere Diffusionswiderstand des gefrorenen Zustandes bemerkbar 
(Abb. 3). Die Vergleiche bei noch tieferer Temperatur vorzunehmen miBb- 
langen, da die unterkiihlten Ansatze nach kurzer Zeit gefroren. 


{1] Abschnitt Katalase in ,,Die Methoden der Fermentforschung‘‘, Bd. III, 
5S. 2621. 
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Tabelle 1. Vergleich der Reaktionsgeschwindigheit von Katalase in gefrorency 
bzw. unterkiihiten Lisungen bei — 0,6°. 





0° — 0,6° unterkiihlt — 0,6° gefroren 
Zeit in Min. Spaltung in % | Zeitin Min. | Spaltung in % Zeit in Min. | Spaltung in ‘ 





20 16,6 15 13,3 14 
34 27,6 3 eee 24,9 30 
Os 4 43,7 43 31,6 60 
125 66,8 120 58,9 120 











K |  0,0077 | 0,0064 | 


(Die Einzelergebnisse wurden nach 4 = 1/¢ log a/ (a— x) umgerechnet und 
fiir jede Reihe zu einer Reaktionskonstanten AX zusammengefaBt, die den Winkel- 
koeffizienten, d.i. der Tangens des Neigungswinkels im 4/log Zeitdiagramm, 
einer sich ergebenden Geraden darstellt), 


8. Katalasewirksamkeit gefrorengewesener Schweinefettgewebe. 


Die Fettgewebe vom Schwein sind als besonders katalasereich bekannt. 
Sie sind insofern fiir die Beobachtung des Gefriereinflusses interessant, als 
sie sehr wasserarm (3 bis 6%) sind und der Anteil der Nichtfettstoffe nur 
1 bis 2% betragt. 

, Vor dem Gefrieren wurde das Fettgewebe zweimal durch die Fleischmaschine 
gedreht, in Portionen zu je 10g abgewogen und verschieden lange (3 Stunden 
bis 10 Tage) bei verschiedenen Temperaturen gelagert. Hierauf wurde es in 
200 ccm m/30 — Phosphatpuffer (py = 6,8) von 37° C aufgeschwemmt, um das 
Fett gut zu verteilen. AnschlieBend wurde mit Glasperlen 1 Stunde bei 30° ge- 
schiittelt. Zu 15 ccm des Filtrats wurden in iiblicher Weise [1] n/60 H,O, gegeben 
und dessen Zersetzung mit n/100 KMnQ, bestimmt. Der Eigenverbrauch des 
Extrakts an KMnO, wurde in einem Ansatz mit gekochtem Filtrat festgestellt. 
Auswertung: £4 = 1/¢ log a/ (a — x). Bei verschiedenen Versuchsreihen, von 
denen eine in Tabelle II wiedergegeben ist, waren die Ergebnisse nur bei den 
zwischen —6° und —24° gelagerten Fettgeweben iibereinstimmend, bei héherer 


‘Tabelle 2. Die Verdnderung der Katalasewirksamkeit von Schweinefettgewel 
durch das Gefrieren. 











La . Reaktionskonstante K - 10~* fiir die Katalase der Schwei t be-Extrakte 
pennest bei o° C. — Lagertemperatur 


in Tagen 
0,3° —1,3° —6,4° —1734° 





1,86 3,72 2,06 2,88 
2,48 2,53 4,10 6,05 
(Mittelwert aus 2 Ansitzen mit je 3 Werten.) 





Langere Lagerzeiten verboten sich leider fiir das ungefrorene Gewebe, da sich 
sehr rasch Schimmelpilze ansiedelten. 


{1] Abschnitt Katalase in ,,Die Methoden der Fermentforschung“‘, Bd. III 
S. 2621. 
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Temperatur dagegen, vor allem bei —1,3°, widersprechend, was auf. das nicht 
gleichmaBige Durchfrieren zuriickgefiihrt werden kann und was auch bei an- 
deren Naturstoffen beobachtet und mit Unterkiihlungserscheinungen in den 
Kapillaren erklart wird. [1]. 

Die Ergebnisse bestitigen die Erfahrungen bei der allgemeinen Fer- 
mentaufbereitung, da® durch Gefrieren die Ausbeute erhéht werden kann, 
jedoch mit der wichtigen Erganzung, da® dies von der Gefriertemperatur 
und Lagerzeit abhangt. 


9. Veranderung der Wirksamkeit gefrorengewesener 
Katalaselésungen. 


Ebenso wie BAMANN und FEIcHTNER [2] bei Pankreaslipase, beobachteten 
wir bei Pferdeleberkatalase, wie sich die Wirksamkeit der gelagerten Ex- 
trakte mit der Lange der Lagerung veranderte, und zwar verstarkte sie 
sich des 6fteren. Beide Autoren vermuteten noch einen EinfluB der Tem- 
peratur. 

Fiir die Durchfiihrung wurde die Katalaselésung in einem MeSkélbchen mit 
m/30-Phosphatlésung (py = 6,8) verdiinnt und dann sofort der Lagertemperatur 
verschieden lange Zeiten ausgesetzt. Nach dem Auftauen im Eiswasser wurden 
35 ccm n/60 H,O, zugesetzt (Reaktionsbeginn) und die Zersetzung des H,O, 
in iiblicher Weise bei 0° bestimmt. Auswertung: £ = 1/f log a/ (a — x). Die Um- 
satzgeschwindigkeit der bei —-1,5° und —4,8° gelagerten Katalaselésungen (vgl. 
Tabelle III) stieg autokatalytisch wie die der bei 0,5° gelagerten, lediglich etwas 
verzogert, an. Die bei —17,2° gefrorenen Lésungen erreichten schon nach 
1 Stunde ihr Maximum der Umsatzgeschwindigkeit, was u. U. darauf hinweist, 
daf der GefrierprozeB Stellen des Fermentmolekiils angreift, die auch fiir Ver- 
anderung bei der Autokatalyse verantwortlich sind. 


Tabelle 3. Die Verdnderung der Wirksamkeit von Katalaselisungen beim Lagern 
und Gefrieren. 











I P Reaktionskonstante K - 10~* fiir die Umsatzgeschwindigkeit bei 0° 
_ nearest nach dem Lagern. — Lagertemperatur 
in Stunden 
0,5° —1,5° —4,8° —17,2° 
1 1,13-+0,08 1,05-+0,06 1,00+-0,04 1,75-++0,09 
24 1,26+0,04 1,25-L0,01 1,45-+0,04 1,17-++0,08 
240 1,87--0,07 1,48-+-0,07 1,56-+-0,06 1,23-+0,01 


(Mittelwerte aus 2 Ansatzen mit je 3 Einzelbestimmungen.) 


Bei der Wiederholung der Versuchsreihe wurde das Ergebnis der 
kurzen Lagerzeiten bestatigt, nach zehntagiger Lagerzeit wichen jedoch 
die Resultate von denen der obengenannten Versuchsreihe ab. Hierin liegt 
ein weiterer Hinweis, wie schwierig es ist, bei Gefrierversuchen trotz ge- 
wissenhaften Bemiihens gleiche Versuchsbedingungen zu erhalten. 


[1] Hoper, R.: Physikalische Chemie der Zelle, S. 390, Leipzig 1926. 
[2] Bamann, E. u. Cu. Fetcutner: diese Zeitschr. 288, 295 (1936). 
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10. Der EinfiuB wiederholten Gefrierens auf Katalaselésungen. 

Norp [1] konnte bei wiederholtem Gefrieren und Widerauftauen \\) 
Lésungen mit Eialbumin, Gummi arabicum, Saponin, Natriumoleat und 
Polyacrylsdure die einmal erzielten Effekte nicht verindern, wahrend dic. 
bei unseren Versuchen mit Fermentlésungen eindeutig der Fall ist (vy 
Tabelle 4). Gefrieren beeinfluBt die Fermente also viel weitgehender «|. 
die angefiihrten Modellsubstanzen, was aus ihren katalytischen Eige: 
schaften verstandlich ist. 

Fiir den Nachweis des Gefriereinflusses wurde die Katalaselésung mit Wass: 
verdiinnt und in Anteilen von je 3 ccm in einem Solebad von —-2,2° 5 Minut: 
unterkihlt, darauf bei —9,4° gefroren und 55 Minuten bei dieser Temperatur ¢: 
halten, falls sie nur einmal gefroren wurde. Wurde die Lésung drei- bzw. sechsm 
gefroren, so ist die Gefrierlagerung bereits nach 20 bzw. 10 Minuten unterbroche; 
worden, in jedem Falle war jeder Ansatz insgesamt 60 Minuten der Gefrierten 
peratur ausgesetzt. Nach dem Gefrieren taute die Probe bei 20° in ungefal: 
15 Minuten auf und die Wirksamkeit der Katalase bei 0° wurde in tiblicher Weis: 
bestimmt (vgl. Abschnitt 4). 


Tabelle 4. Einfluf wiederholten Gefrierens auf die Katalase. 





Behandlung Reaktionskonstante K « 10-* 





TIM OOION. os Se re ge Se pk ek 1,99 
SURE RTIOTEN oo ee ee ee he es 1,94 
DEE RON eae Sip ce ee a a 1,67 
TONITE ooo ie e's, ae Ci yw ie a ee 1,45 . 


Die Ergebnisse fielen bei anderen Gefriertemperaturen und auch mit 
Extrakten mehrmals gefrorener Kartoffeln im gleichen Sinne aus, da 
gegen uneinheitlich bei Fermentlésungen in Fettemulsionen, die vermutlic! 
Unterkiihlung oder Gefrierpunktserniedrigung auf Grund ihres kapil 
laren Aufbaus [2] herbeifiihren. 


11. Der EinfiuB der Gefriergeschwindigkeit. 


Auch diese Frage hat Norp [3] an Eialbumin- und Natriumoleatlésunge: 
zu klaren versucht. Wahrend in seinen Untersuchungen bei 5%igen Lo 
sungen kein EinfluB der Gefriergeschwindigkeit festgestellt werden konnte. 
zeigten sich in den physikalischen Eigenschaften der Lésungen bei —17 
viele starkere Veranderungen als bei der Behandlung in fliissiger Luft. Fii 
unsere Versuche forderten wir zusatzlich, héhere Gefriergeschwindigke! 
nur mit Temperaturen zu erreichen, die praktisch in der Natur in Frag: 
kommen. 


[1] Norn, F. F.: Ergebn. Enzymforsch. 2, 22, Leipzig 1933. 

[2] OstwaLp, W.: Die Welt der vernachlassigten Dimensionen, 11. Aufl 
S. 69, Dresden 1937. 

[3] Norp, F. F.: Ergebn. Enzymforsch. 2, 22, Leipzig 1933. 
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Um die Fermentlésungen langsam gefrieren zu lassen, wurden sie zuniachst 
; Minuten bei —1,9° unterkiihlt und dann in ein Solebad von —8,3° gehalten, 
ohne zu schiitteln, so daB sie allmahlich erstarrten. Damit die Katalaselésung 
schnell gefriert, wurde sie auf 0° vorgekiihlt und langsam in ein auf —21° vor- 
vekiihltes Reagensglas getropft. Nachdem der erste Tropfen gefroren war, er- 
starrte jeder weitere sofort beim Auftreffen. Das Gefrieren der Fermentlésung 
war ungefahr in 5 Minuten beendet. AnschlieBend wurde die schnell gefrorene 
Katalaselésung ebenso wie die langsam gefrorene fiir 25 Minuten bei —8,3° auf- 
bewahrt und nach dem Auftauen (§ Minuten bei 20°) die Bestimmung der Wirk- 
samkeit bei 0° in iiblicher Weise vorgenommen (Abschnitt 4). 


Tabelle 5. Linfluf der Gefriergeschwindigheit auf die Katalasewirksamkeit 
nach dem Auftauen bei 0°. 





Behandlung Reaktionskonstante K - 107* 


| 





RIE nat re Oia eg ee 1,03-+0,05 
A i ce 0,68-+-0,03 
Steen GRIROTOR 6 ee i eee 0,92+-0,04 


Beim langsamen Gefrieren wird demnach das Ferment starker gescha- 
digt als beim schnellen Gefrieren, dies konnte in weiteren Versuchen zum 
Teil bestatigt werden, zum Teil wurden nur sehr geringe Unterschiede 
bei verschiedenen Gefriergeschwindigkeiten gefunden. Es ist notwendig, 
sich noch starker in dieses Problem zu vertiefen, denn hier liegt unseres 
Erachtens der Grund fiir die vielen widersprechenden Ergebnisse beim 
Gefrieren von Naturprodukten [1], Mikroorganismen und Viren (vgl. 
KAISER [2]). Weiterhin kann man aus dem Ergebnis ableiten, daB der 
GefriereinfluB nicht dadurch besonders stark zum Ausdruck kommt, indem 
extrem niedrige Temperaturen angewendet werden, vielmehr wird man 
groBe Effekte in der Nahe des Erstarrungspunktes des Substrats erzielen. 
Daher miissen eine Reihe von Untersuchungen, z. B. mit Krebszellen 
wiederholt werden. 


12. GefriereinfluB und Begleitstoffe. 


In Gegenwart von Begleitstoffen (vgl. Abschnitt 4 im allgemeinen 
Teil) andern sich die Gefrierbedingungen von Grund auf. Die nachstehend 
beschriebene Versuchsreihe soll nicht mehr als ein Streiflicht auf die noch 
zu lésenden Aufgaben werfen{ 3}. . 

Fiir die Durchfiihrung wurden 75 bzw. 150ccm Fermentlésung mit 3 ccm 
Phosphat- oder Saccharoselésung bei —10° gefroren. Nach dem Auftauen bei 
20° wurde 1ccm der Mischung zur vorgekiihlten Reaktionsmischung (35 ccm 
n/66 - H,O, und 10 ccm Phosphatlésung, py = 6,8) gegeben, dann auf 50 ccm 
aufgefiillt und die Umsatzgeschwindigkeit in tiblicher Weise bei 0° gemessen. 


[1] Puank, R.: Beih. Z. ges. Kalte-Industrie, Reihe 3, Heft 10, Berlin 1941. 
{2] Kaiser, M.: Biol. generalis 16, 513-553, Wien 1942. 
{3] Unterbrochen und aus Zeitgriinden nicht fortsetzbar. 
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Von einer Wiedergabe der Ergebnisse ist Abstand genommen worde: 
weil sie im hohen Mafe von der Fermentkonzentration abhangig sind. Mi: 
beiden Zusatzen wurde der GefriereinfluB etwas verstarkt, und zwar meis: 
erhoht. 


13. Einflu8 des Gefrierens auf die Katalasewirksamkeit 
von Kartoffeln. 

Die Versuche mit Kartoffeln sollten zeigen, wieweit sich die fiir reine 
Fermentlésungen giiltigen Ergebnisse auf auch Naturprodukte iiber 
tragen lassen. Von den zahlreichen Versuchen [1] ist nur der iiber den Ein 
flu8 wiederholten Gefrierens wiedergegeben, weil hier die Versuchsstreu 
ungen am geringsten waren, wahrend bei anderen Gefrierbedingungen mit 
einem wahrscheinlichen Fehler von +. 20% gerechnet werden muB, was 
die Zahl der Versuchsansatze zwangslaufig sehr stark erhdht. 


Tabelle 6. EinfiluB wiederholten Gefrierens auf die Katalase in Kartoffeln. 








Reaktionskonstante K + 10~* 
Behandlung 24 Std. bei 3—4° 
ohne Nachlagerung bree A sh lig 
J MOUPONER 56 ee SE 2,80 3,15 
cinel gwewroren ee 3,10 2,00 
smal gefroren. . .. . .. 2,60 1,10 





Fiir die Durchfiihrung des Versuchs wurden aus einer Kartoffel mehrere Bohr- 
linge mit einem Glasrohr herausgeschnitten und in Stiicken zu 2 g abgewogen, 
jeder in ein engumschlieBendes Glasrohr gesteckt und, wie in Abschnitt 10 be- 
schrieben, insgesamt 1 Stunde bei —15° gefroren. Die Bohrlinge wurden noch im 
gefrorenen Zustand 3 Minuten mit 5 g Sand gemorsert, die feine Paste mit 10 ccm 
m/30 — Phosphatpuffer verrieben, nach dem Absetzen des Sandes durch ein Fal- 
tenfilterchen in einen 50-ccm-MeBkolben filtriert und zunachst mit 10 ccm, dann 
nochmals mit § ccm H,O nachgewaschen. Der Extrakt wurde auf 0° abgekiihlt, 
die Reaktion durch Zugabe von 20 ccm H,O, eingeleitet und abschlieBend aut 
50ccm aufgefiillt. Die Umsatzgeschwindigkeit wurde in iiblicher Weise bestimmt 
Die Einzelwerte erfiillten die Gleichung fiir die monomolekulare Reaktion. 

Damit wurde also das Ergebnis bestitigt, daB wiederholtes Gefrieren dic 
Fermentwirksamkeit vernichtet. Die Erhéhung der Wirksamkeit nach 
dem ersten Gefrieren war bei verschiedenen Kartoffelsorten nicht allgemein 
zu beobachten. 


Gefrierversuche mit Lipase. 
14, Enzymmaterial. 
Die Lipase wurde als Trockenpraparat [2] aus einer groBeren Zahl von 
Schweinepankreasdriisen gewonnen. Fiir die Versuche wurde sie daraus 


[1] KIERMEIER, F.: Der EinfluB des Gefrierens auf die Katalaseaktivitat von 
pflanzlichen Geweben (in Vorbereitung). 

[2] WitusTATTeR, R. u. E. WaLpscumipt-Leitz: Z. physiol. Chem. 125, 132 
(1923). 
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mit Glycerin extrahiert und je nach der beabsichtigten Lagerdauer mit 
Wasser meist im Verhaltnis 1: 10000 verdiinnt, so daB der Glyceringehalt 
in den Versuchsansatzen belanglos ist. Fiir einen Teil der Versuche wurde 
auch das Trockenpraparat in wisseriger Aufschwemmung verwendet. 


15. Verhalten der Lipase in gefrorenen Fettemulsionen. 

Zur Kontrolle der an Katalase erzielten Ergebnisse wurden die Unter 
suchungen mit Lipase nach der normalen Technik von WILLSTATTER, 
WaLpscuMIDT-LeEITz und MemMen [1] durchgefiihrt. Unter diesen Be- 
dingungen war die Spaltung des Fettes bei — 8,5° stirker als bei o°; 
damit war scheinbar die bei Katalase gefundene Erhéhung der Wirksam- 
keit durch das Gefrieren bewiesen, jedoch war dies durch das schnellere 
Aufrahmen des Oles bei o° hervorgerufen worden. Riihrte man dagegen die 
Versuchslésungen bei 0° oder erhéhte man ihre Viskositaét durch Gelatine, 
so nahm die Verseifung mit der Temperatur wie erwartet ab. 

Bei den Versuchen von Batts und Tucker [2] wurde die Entmischung 
vermieden, indem das Olivenél mit Ochsengalle und viel Glycerin emulgiert 
wurde. Wir konnten uns mit dieser Arbeitsweise nicht einverstanden er- 
klaren, weil der Reaktionsansatz erst bei — 15° erstarrte und 24% Gly- 
cerin enthielt und weil er damit den natiirlichen Verhalnissen in keiner 
Weise gerecht wurde. Unser Ziel war, fiir die Lipase ein Medium zu finden, 
welches sich wahrend mehrmonatiger Versuche nicht entmischte. Dies ist 
nur mit Hilfe von Emulgatoren méglich. Wurden Ole verwendet, so trat 
dennoch Entmischung auf, wenn die Verseifung einen bestimmten Grad 
iiberschritten hatte; nahm man dagegen feste Fette, dann blieben die 
Emulsionen auch nach verschiedenen Gefrierbehandlungen stabil und 
die Fettspaltung war ohne Miihe von + 30° bis —-30° zu verfolgen. Fiir 
die Untersuchungen war aus Flomen selbst bereitetes Schweinefett sehr 
geeignet. Erst als es v. ARDENNE und KIERMEIER [3] gelungen war, mit 
dem Mikrovibrator Emulsionen unter 1 g herzustellen, wurden auch che- 


-misch reine Glyceride, z. B. Gemische von Tristearin und Triolein, genom- 


men, wobei die Mikrotechnik nach GorBacuh [4] erlaubte, aus einer Emul- 
sion von 1 g ganze Versuchsserien zu 15 bis 20 Proben zu bestreiten [5]. Mit 
dieser Arbeitsweise wurden der konventionellen Technik [6] gleichwertige 
Ergebnisse erreicht, wahrend unsere Makromethode einen etwas héheren 
mittleren Fehler hatte. 

a ' 

{1] WitustATTER, R., E. Watpscumipt-Leitz u. F. Memmen: Ebenda 12285, 
93 (1923). 

[2] Batis, A. K. u. J. W. Tucker: Ind. Engng. Chem. 30, 415 (1938). 

[3] v. ARpDENNE, M. u. F. Krermeier: Fette u. Seifen 48, 619 (1941). 

[4] Gorpacu, G.: Fette u. Seifen 47, 499 (1940). 

[5] Diese Versuchsprotokolle gingen verloren. 

[6] WitusTATTer, R., E. Watpscamipt-Leitz u. F. Memmen: Z. physiol. 
Chem. 125, 93 (1923). 
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Durchfiihrung der Bestimmung. 


Das Schweinefett wurde vorsichtig bei 50 bis 60° geschmolzen und filtriert. | 
enthielt keine Ranzigkeitsprodukte und der Gehalt an freier Saure war unl, 
deutend. Aufbewahrung bei 0° im Dunkeln. Das Fett wurde durch Auf- wu 
Niederbewegen einer fein durchlochten Aluminiumscheibe in einem zylindrisch« 
GlasgefaB, das 10-40 ccm Fliissigkeit aufnehmen konnte, emulgiert. Das Fe: 
wurde in das GefaB eingewogen, bei 50° klar geschmolzen und in einem Hoppt+; 
Thermostaten auf 30° unterkihlt. Je 10g Fett werden mit 2ccm 10° iger N; 
triumtaurocholatlésung genau 1 Minute gemischt. SchlieBlich setzt man 0,5 « 
Lipaseloésung zu (Reaktionsbeginn), mischt 1 Minute und pipettiert in schnelle; 
Reihenfolge noch 0,25 ccm NH, Cl—NH,OH-Pufter (py = 8,9), 0,125 ccm 2°, ip: 
CaCl,-Lésung und 0,125 3°%ige Albuminlésung zu. Hierauf wird die Emulsio 
nochmals genau 5 Minuten homogenisiert. Die sahnige Emulsion wird in Po: 
tionen zu je 3 g aufgeteilt und den verschiedenen Gefrier- und Lagerbedingunge) 
ausgesetzt. Nebenher lauft ein Versuch ohne Fermentlésung, die bei ihm gx 
fundenen Spaltwerte miissen vom Hauptversuch abgezogen werden, der no 


Tabelle 7. Die Wirksamkeit der Lipase in stabilen Emulsionen im Temperatw 
bereich + 20° bis —24°. 
Verseifungszahl des Fettes: 199,1. 1 g Fett verbrauchte 35,47 ccm n/10 Laug: 
bei vollstandiger Verseifung, 3 g Emulsion mit einem Fettgehalt von 2,242 
dementsprechend 79,55 ccm n/10 KOH. 


Spaltung des Fettes in ,. 





Lagertemperatur in °C 
0,5 —4 





260 «1,18 180 | 0,19 420/0,45 0,02 1160} 0,69] 1020 0,84 
485 | 1,92 420 | 0,80] 1080/0,65 0,72 2520 1,36] 2430 1,00 
1490 | 5,24] 1320 2,05] 5820\2,44 1,66 5640, 1,63] 5310 | 1,13 
3005 | 7,23] 2760 | 3,37] 8310|3,24 2,11 | 15540) 1,99]18360 | 1,48 
7680 10,66] 6000*| 6,34]16040/4,30 4,65 | 32700) 2,35 144230 2,12 





14400 13,17] 12875*| 7,72 


34475 12,33 | 37200* 15,43 


* Diese Werte wurden bei der Berechnung der Reaktionskonstante nicht beriicksichtigt. 
** Die zweiten Ansitze verschimmelten. 


5,66 |360000 3,66 }93200* 2,00 

















korrigiert werden mul, wenn schon eine geringe Spaltung bis zum Gefrieren ei 
getreten ist. Die Titration erfolgt in einem Alkohol-Athergemisch mit alkohol: 
scher KOH mit Xylenolphthalein als Indikator. Infolge der Lange der Lager 
zeiten von mehreren Monaten war es schwierig, die verschiedene Entwicklung 
der Fettspaltung durch den Gefriereinflu8 aufeinander zu beziehen. Sehr geeignet 
ist es, die Reaktionsgeschwindigkeit AK als Tangens des Neigungswinkels in 
z/log ¢-Diagramm oder V 2/log ¢-Diagramm auszudriicken (x= % gespaltene- 
Fett, 7=Reaktionszeit). 

Wie bei der Katalase sollte zunachst einmal erst festgestellt werden, ob ei 
Fettspaltung auch in der gefrorenen Emulsion eintritt. Wie Tabelle 7 zeigt 
wird das Fett selbst bei —-24° .verseift. Der Versuch wurde noch mannigtac! 
wiederholt, jedoch stets mit dem gleichen Ergebnis, nur die bei —o,5° und 1,5 
_gelagerten Emulsionen verhielten sich nicht gleichmaBig, zum Teil waren di: 
Werte betrachtlich héher als die der bei 0° gelagerten Emulsionen. 
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16. EinfluB der Zahigkeit der fliissigen Phase. 

Um nachzuweisen, daB das Zaherwerden des Substrats die Umsatz- 
veschwindigkeit bei langen Reaktionszeiten nicht wesentlich beeintrachtigt, 
wurden Verdickungsmittel zugegeben. 

Gelatine oder Agar-Agar wurde in die EmulgiergefaBe eingewogen, mit 2 ccm 
Taurocholatlésung versetzt und im Wasserbad bei 80 bis 90° gelést. In die klare 
Fliissigkeit kommt das klare geschmolzene Fett und beide zusammen werden 
1 Minuteim Thermostaten bei 30° emulgiert. SchlieBlich werden die iiblichen Zusatze 
Puffer, CaCl,, Albumin, Ferment) untergemischt und nochmals 1 Minute emul- 
giert. Bei hohen Zusatzen an Verdickungsmitteln waren die Emulsionen brécklig. 

Auswertung: A =Tangens des Neigungswinkels im 2/log ¢-Diagramm, ¢=0,5, 
1, 2 und 4 Tage. 


Tabelle 8. influ von Gelatine und Agar auf die Wirksamkeit von Pankreas- 
lipase in Fettemulsionen bei 30°. 





Konzentration an Gelatine e e 0 o 
. sage” 20 0% 
in der wasserigen Phase: Ovo 10% bs 30% 





Reaktionskonstante X... | 1,30-++0,02* | 1,34+0,03 | 1,33+0,01 | 1,32-+0,02 





Konzentration an Agar- 1° 2° 3° 4° 
Agar in der wasserigen Phase: ” e ‘a 3 





Reaktionskonstante KX... 1,20-++0,03 | 1,17+0,05 | 1,20+ 0,02 | 1,23+0,01 
* Bedeutet mittlerer Fehler von 3 Anleitsatzen. 


Der Versuchsausfall ist insofern nicht ganz eindeutig, als die hohen 
Zusatze die Lipasewirksamkeit als solche giinstig beeinflussen koénnen (vgl. 
Abschnitt 12), jedoch ist die Zahigkeit gegeniiber den Emulsionen ohne Zu- 
sitze so verschieden, daB dieser EinfluB unerheblich gegeniiber dem An- 
wachsen des Diffusionswiderstandes sein diirfte. Den geringen Abfall in der 
Umsatzgeschwindigkeit in Gegenwart von Agar fiihren wir auf eine geringe 
Schadigung zu Beginn des Versuchs zuriick, da das Reaktionsgemisch im 
Augenblick des Zusetzens noch etwas warm war, was sich nicht vermeiden 
lieB, weil die Ansatze sehr bald erstarrten. 


17. Der EinfiluB wiederholten Gefrierens auf die Lipasewirksamkeit. 


Bei wiederholtem Gefrieren von lipasehaltigen Fettemulsionen kann 
man nicht nachweisen, ob das Ferment ahnlich wie bei den Katalasever- 
suchen geschadigt wird, da die Ergebnisse sehr widersprechend sind, ver- 
mutlich ist dies auf Unterkiithlung und Gefrierpunktserniedrigungen zu- 
riickzufiihren, so daB Anstieg und Abfall in der Wirksamkeit ineinander- 
greifen. Es wurde daher wie bei den Katalaseversuchen das Gefrieren in 
wasseriger Lésung durchgefiihrt und erst danach mit dem veranderten 
Ferment die Spaltung von Fett gemessen. Die manometrische Methode von 
Rona und Lasnitzky [1] war dafiir sehr geeignet. 


[1] Roma, P. u. Lasnitzxy: diese Zeitschr. 254, 322 (1932). 
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100 mg feingepulvertes Pankreastrockenpraparat wurden mit 10 ccm doppel! 
destilliertem H,O 1 Stunde geschiittelt, mit 30 ccm H,O verdiinnt (Stammlésung 
und 15 ccm davon auf 100 ccm aufgefiillt (Fermentlésung). Zur Kontrolle (Thermo 
barometer, Reagentieneinflu8) wurden 15 ccm der Stammlésung 15 Minuten 
am RiickfluBkiihler gekocht und auf 100ccm aufgefiillt. Die Fermentliésung 
wurde auf Reagensglaser verteilt und nach Kiihlung auf die Gefriertemperatur 
durch Impfen mit einem kleinen Eiskristall im Verlauf von 24 Stunden einma! 
oder nacheinander fiinfmal gefroren. Der Versuch wurde bei verschiedenen Ge- 
friertemperaturen angestellt, als Beispiel ist der bei —o,6° bis —o,4° und der bei 

-15,3° (Temperatur des Arbeitsraumes: —2,4° bzw. —15° bis —17°) ausgefiihrte 
Versuch in Tabelle IX angegeben. Die Ansatze wurden im Thermostaten bei 
37° schnell aufgetaut und 0,5 ccm der-Fermentlésung in den Ansatz des War- 
BpuRG-GefaBes pipettiert, indem sich bereits Tributyrin und der NaHCO,-Puffer 
befanden. Die Reaktion wurde bei 37° vorgenommen. Auswertung: Reaktions- 
konstante A fiir =o (graphisch) als Tangens des Neigungswinkels in 2/¢-Dia- 
gramm; x=freigemachte cmm COg,, ¢=Zeit in Minuten, 


Tabelle 9. EinfluB von wiederholtem Gefrieren auf die Wirksamkeit von Lipase. 
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Behandlung “ 2 s . 
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Aus dem Versuchsergebnis geht hervor, daB genau wie bei der Katalase 
mehrmaliges Gefrieren auch die Lipase schadigt und daB dieser Einflul 
von der Gefriertemperatur abhangig ist. 


18. Veranderung der Wirksamkeit von Lipase als Folge einer Milieu- 
veranderung wiahrend des Gefrierens. 


Den Nachweis zu erbringen, daB durch Milieuveranderungen wahrend 
des Gefrierens sich auch die Wirksamkeit des Ferments Andert, ist 
nicht einfach. Es wurde versucht, einen Ejinblick in diese auBer- 
ordentlich komplizierten Verhaltnisse durch eine py,-Aktivitatskurve 
(vgl. Abb. 4) zu erméglichen. Wahrend bei 30° die normale Kurven- 
form auftritt - wegen des Verbrauchs des Fettes an NHg nur etwas in 
das Alkalische verschoben -, ist bei 0° und bei — 18° der Charakter 
der Kurven anormal. Es treten zwischen py = 8,5 und 9,3 scheinbar 
willkiirliche Aktivierungs- und Inaktivierungserscheinungen auf, fiir die 





Der EinfluB des Gefrierens auf die Wirksamkeit von Fermenten. 295 


keine exakte Deutung méglich ist. Wir sehen daher bewuft von Folge- 
rungen aus diesem Versuch ab, es lag uns nur daran, darauf_ hinzu- 
weisen, daB sick das Substrat wahrend des Gefrierens sprunghaft andert 
und daB damit auch die Wirksamkeit eines Ferments im gefrorenen 
Substrat nicht kontinuierlich abnimmt. 

Der Versuch wurde in gleicher Weise, wie im Abschnitt 15 beschrieben, an- 
gestellt, jedoch mit dem Unterschied, daB statt 0,25 ccm n Puffer 0,5 ccm 5 n 
Puffer zugesetzt wurden. Die in Abb. 4 angegebenen py-Werte beziehen sich 
auf die reinen Puffermischungen bei 18°. 

Auswertung: Reaktionskonstante A= Tangens des Neigungswinkels im 2/log 
?-Diagramm, Mittelwert aus drei Ansatzen mit drei bis vier Messungen. 


19. EinfluB des Gefrierens auf die Wirksamkeit von Lipase 
in Fettemulsionen nach dem Auftauen. 


Schon bei der Katalase hatten wir nachweisen k6énnen, daB die Verin- 
derungen des Ferments durch das Gefrieren auch im aufgetauten Zustande 
erhalten bleiben. Jedoch war dieser neue Zustand des Ferments nur von 
kurzer Dauer und nach 24 Stunden schlug das Ergebnis in das Gegenteil 
um. Bei Fettemulsionen dagegen gelang es, die durch das Gefrieren er- 
zielten Erhéhungen der Wirksamkeit nach sechstagiger Lagerung im auf- 
getauten Zustande nachzuweisen. 

Die Versuche wurden wieder mit der oben beschriebenen Emulsionstechnik 
durchgefiihrt, nur sind die Ansatze auf 40 g vergréSert worden, damit fiir alle 
Lagertemperaturen nur eine Emulsion nétig war, was den Versuchsfehler we- 
sentlich verminderte. Als Emulgator wurde Natriumoleatlésung verwendet. Aus- 
wertung: Reaktionskonstante X= Tangens des Neigungswinkels im a/log ¢-Dia- 
gramm., Eine der Versuchsreihen ist in Tabelle X wiedergegeben. 

Danach wird also durch Gefrieren die Geschwindigkeit der lipatischen 
Hydrolyse des Fettes nach dem Auftauen beschleunigt. Diesem Befund 
kommt allgemeinere Giiltigkeit zu, da er sowohl mit Katalaselésung (Ta- 
belle 3) als auch fiir Katalaseextrakte aus natiirlichen Schweinefett- 
proben (Tabelle 2) gefunden worden ist, wobei die GréBe des Effekts 
von Gefriertemperatur und Lagerzeit abhangig ist. 


Tabelle 10. EinfluB des Gefrierens auf die Wirksamkeit der Lipase in Fett- 
emutlsionen nach dem Auftauen bei 20°. 





Lager- | 4 K .10 


temp. 





53 10,04] 77 | 11,79}140 15,02 ]166 | 16,65] 1,11 
54,5. 11,92] 92 | 16,51 4143 | 18,39 1,27 
54 13,40]117 | 17,48} 143 18,43 1,58 
72 (17,154 88,5 18,20 ]117 | 19,23 }142 19,53] 1,14 
53 . 17,54] 78 | 20,62]149 | 43,42 1,83 

(a=Anteil des gespaltenen Fettes in %, = Zeit, KX =Reaktionskonstante des 
Neigungswinkels im 2/log ¢ 60-Diagramm. 
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Damit sind auch bisher unerklarliche Beobachtungen in Einklang ; 
bringen, nach denen gefrorene Fette, z. B. Butter, nach dem Auftau 
schneller verdarben als ungefrorene. Wir halten das entgegen unser 
friiheren Meinung fiir richtig [1], jedoch nur insoweit, als es sich um fe: 
menthaltige Produkte handelt. 


Zusammenfassung. 


Beim Gefrieren von katalase- und lipasehaltigen Loésungen und Natu 
produkten ergab sich folgendes: 


1. Fermente behalten auch in gefrorenen Substraten ihre Wirksamkeit. 
die zum Teil héher ist als im fliissigen, unterkiihlten Zustand bei ci: 
gleichen Temperatur. 

2. Nach dem Auftauen weisen die gefrorengewesenen Fermente mci: 
eine héhere Wirksamkeit auf als vor dem Gefrieren. Bei Naturprodukt: 
ist das jedoch nicht immer der Fall, so daB stets Vorversuche nétig sind, 
wenn durch Gefrieren die ,,Ausbeute‘‘ an Ferment erhéht werden soll. 

3. Wiederholtes Gefrieren schadigt die Fermente, was sowohl mit Kat 
lase und Lipase in wasserigen Lésungen als auch an Extrakten gefrore: 
gewesener Kartoffeln nachgewiesen wurde. 

4. Diese Gefriereffekte werden durch spezielle Gefrierbedingungen, wi 
z. B. Gefriergeschwindigkeit, stark beeinfluBt. 


[1] KrerMeEreR, F.: Fette u. Seifen 47, 99 (1940). 
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Mit 3 Abbildungen im Text. 


(Eingegangen am 7. Marz 1947.) 


Uber die Unentbehrlichkeit schwefelhaltiger Aminosauren fiir den Bau- 
und Betriebsstoffwechsel besteht kein Zweifel mehr. Auch die Streit- 
frage, ob Methionin oder Cystin oder beide gemeinsam als lebensnot- 
wendig anzusehen sind, ist dahingehend als entschieden zu betrachten, daB 
Methionin fiir die Lebensvorgange unbedingt erforderlich ist, daB jedoch 
ein groBer Teil der Aufgaben des Methionin vom Cystin iibernommen wer- 
den kann [1]. So ist es zu erklaren, daB in neuen experimentellen und 
klinisch-medizinischen Untersuchungen iiber die Wirkung schwefelhal- 
tiger Aminosauren sich der EinfluB des Cystins als der am leichtesten zu- 
ganglichen, schwefelhaltigen Aminosaure als recht bedeutend fiir die 
Regularisierung von Korperfunktionen z. B. des Wachstums, erwies (Hock, 
Fink und DoBBERSTEIN [2]); RaTscnHow [3]; BAnst [5]). 

Man muB bei diesen Untersuchungen unterscheiden zwischen solchen, in 
denen den Versuchstieren oder Menschen eine bis auf den Cystinmangel 
als vollwertig anzusehende Nahrung verabfolgt wird (z. B. Hock usw. [2]) 
und solchen, in denen allgemeine Unterernahrung, mindestens Eiweif- 
mangel vorliegt (z. B. Ratscuow [3]). In letzterem Fall ist es nicht von 
der Hand zu weisen, daB® die durch die ,,Cystin-Therapie“ behebbaren 
Mangelsymptome erster Ausdruck eines allgemeinen EiweifSmangels sind, 
denen bei langerem Bestehen sich andere Symptome bis zur ausgesproche- 
nen Kachexie anreihen als Manifestierung des Mangels auch anderer 
lebenswichtiger Aminosduren. Es bedeutet dies, daB, bei Anwendung des 
von Justus v. Ligeia fiir die Agrikulturchemie aufgestellten und von 
EMIL ABDERHALDEN auch fiir die EiweiBsynthese im Organismus als 
giiltig erkannten Gesetzes des Minimums, Cystin bzw. Methionin diejenigen 
Aminosauren sind, die bei allgemeinem EiweiSmangel am ehsten ins 


* Herrn Geh. Rat Prof. Dr. Emin ApBpERHALDEN, meinem verehrten Lehrer, 
aus Anla®B seines 70. Geburtstages gewidmet. 
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Minimum geraten. Fiir eine solche Einreihung des Cystins bzw.der schwef. 
haltigen Aminosiuren in den Gesamtstoffwechsel des Eiwei® sprechen ui 
ter anderem auch Befunde, die LucKNER [4] bei EiweiBmangelkost-V 
suchen erhob. Durch EiweiBmangel 6demkrank gemachte Ratten konnten 
durch Normalkost einschlieBlich Milch oder Kasein schnell geheilt werden, 
Zusatz von Cystin zur EiweiBmangelkost verhinderte die Odementstehung 
und hatte nicht wie die cystinarme Nahrung bereits nach 2 Monaten eine 
Verschlechterung im Befinden der Tiere zur Folge, sondern erst nach 4- ; 
Monaten. Der Tod der Versuchstiere nach insgesamt 5-6 Monaten wurc 
jedoch auch durch Cystin-Zulage nicht verhindert. 

Das Verhalten der Schwefelverluste im Vergleich zu den N-Abgaben 
bei Odemkranken (S/N = 1:4 gegeniiber normal 1: 14-16) bietet Anhalts 
punkte dafiir, wieso es gerade die schwefelhaltigen Aminosiauren sind, dic 
zuerst bei EiweiBmangel in das Minimum geraten (Bans! [5]). Es ist fiir 
die Frage der Vermeidung oder Beseitigung derartiger EiweiBmange! 
symptome gleichgiiltig, ob der Abbau wertvollen KérpereiweiBes, wie er in 
obigen S/N-Quotienten zum Ausdruck kommt, eintritt, um schwefelhal 
tige Aminosauren fiir andere Stoffwechselprozesse freizubekommen, oder 
ob diese Aminosauren bei der Zerschlagung des EiweiBmolekiils z. B. des 
S-reichen Serum-Albumins, zum Zwecke der Gewinnung anderer fiir den 
Stoffwechsel unbedingt notwendiger Aminosauren, z. B. zyklischer, mit 
frei werden und dann mangels anderer Verwendungsméglichkeiten, vor 
allem infolge des Darniederliegens der synthetischen Funktionen wegen 
Verknappung an Ausgangsmaterial, abgebaut, d.h., beziiglich des 
Schwefels, in eine héhere Oxydationsstufe iiberfiihrt werden. Die giinstige 
Wirkung der Cystinzufuhr bei Gdemkranken spricht fiir einen Abbau des 
Koérpereiweif8 speziell zum Zwecke der Gewinnung schwefelhaltiger 
Aminosauren. 

Sobald es die 4uBeren Umstande zulieBen — Juli 1945 -, befaBten wir uns 
mit der Frage, auf welche Weise beigetragen werden kénnte, den in der 
‘Menschen- und Tierernahrung vorauszusehenden EiweiBmangel, der aus 
den bereits vorliegenden Untersuchungen als ein zuerst in Erscheinung 
tretender Mangel an schwefelhaltigen Aminosiuren anzusehen war, zu 
beheben unter Verwendung von fiir Ernahrungszwecke bisher nicht ver- 
wertetem Material. Es war naheligend, die Keratine ins Auge zu fassen, 
die durch einen hohen Gehalt an Cystin ausgezeichnet sind. Das ABDER 
HALDENsche Minimumgesetz fiir das Eiweifs bewog uns von vornherein, 
nicht die Isolierung des Cystins aus Keratinen und seinen Zusatz zu Futter- 
gemischen oder zur Nahrung durchzufihren, sondern zu versuchen, Kera 
tinprodukte zu gewinnen, die neben dem Cystin auch noch die anderen im 
Keratinmolekiil vorhandenen,.zum Teil wertvollen Aminosauren ent 
hielten, z. B. Leucin, Valin, Lysin, Tryptophan. Aus diesem Grunde kam 
die vollstandige Saurehydrolyse nicht in Frage, weil lebenswichtige Amino 
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siuren, z. B. Tryptophan dabei zerstért werden. Vgl. in Tab. 1 die Auf- 
stellung liber den durchschnittlichen Gehalt der Keratine an Aminosauren 
(LEHNARTZ [6]). 


Tabelle 1. 





Art der Gluta- Phenyl- | 


Aminosduren Glykokoll | Alanin ‘cia Leucin | minsre. | Cystin| Lysin alanin | Tyrosin 























% Gehalt 4,3 3:9 | 4,0] 12,2 | 8,0 | 15,5 | 2,5 | 9,0 2,6 3,0 
Prolin Tryptophan  Histidin 
1,4 0,7 0,5 


Von Emit ABDERHALDEN und K. Heyns [7] wurden im Rinderhorn auBerdem 
Norvalin und Methionin nachgewiesen, neuerdings von Horn, Jones und 
RINGEL [21] die schwefelhaltige Aminosdure Lanthionin. 

Voraussetzung fiir die Verwendung der Keratine oder ihrer Abbau- 
produkte zu Ernahrungszwecken ist ihre fermentative AufschlieBbarkeit. 
Verdauungsenzyme von Siugetier und Mensch greifen Keratine nicht an. 
Fiir ihre hochmolekularen Um- und Abbauprodukte, allgemein als Kera- 
tosen bezeichnet, hangt die Verdaulichkeit weitgehend davon ab, wie und 
mit welchen chemischen Agentien Bindungen im Keratinmolekiil gelést 
werden. Die von verschiedenen Untersuchern erhaltenen Produkte waren 
haufig auch dann, wenn sie mit im Prinzip gleicher Methodik dargestellt 
waren, in ihrem Verhalten bei Fermenteinwirkung nicht einheitlich. 


Keratosen sind dargestellt worden: 


1. durch Einwirkung gespannter Alkohol- oder Wasserdampfe (Bauer [8], 
Em1L ABDERHALDEN und Komm [9], GRANACHER [10]), wobei sich die entstan- 
denen Keratosen als durch Pepsin und Trypsin nur schwach angreifbar erwiesen, 


2. durch Behandlung der Keratine mit Lauge (LANGECKER [11], Merrit [12], 
ScHOBERL, RAMBACHER u. WAGNER [13]) — die entstandenen Keratosen waren 
schwach (LANGECKER) bis gut (MerriL) angreifbar durch Pepsin und Trypsin, 


3. durch Einwirkung von Sduren, (GRASSMANN u. ReIcH [14]) bei guter Lés- 
lichkeit der entstandenen Produkte durch Pepsin und Trypsin, 

4. durch Behandlung der Keratine mit oxydierenden Substanzen wie Brom 
und H,O, (Stary [15]) bei wechselnder Angreifbarkeit der entstandenen Kera- 
tosen durch die Darmproteinasen, : 


5. durch Einwirkenlassen reduzierender Agentien wie Thioglykolsaure, Cyanid 
usw. auf die Keratine (Gopparp u. MicHak is [16], Routa u. Lewis [17]) bei 
guter Angreifbarkeit der entstandenen Keratose. 

Im folgenden soll iiber Untersuchungen berichtet werden, die wir mit 
Keratosen, die aus Menschenhaaren durch Einwirkung von Natronlauge 
dargestellt wurden, durchfiihrten. Eine Alkali-Keratose wurde deshalb 
als erstes Produkt in unserer iiber diesen Gegenstand beabsichtigten Ver- 
suchsreihe gewahlt, weil ihre Herstellung bei der derzeitigen schwierigen 
Beschdffungslage fiir Chemikalien noch am leichtesten erméglicht werden 
konnte, vor allem aber deshalb, weil eine kurzfristige Laugeeinwirkung, wie 


Biochemische Zeitschrift, Bd. 318. 20 
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wir sie wahlten, am geeignetsten erschien, das Ausma8 unerwiinsch 
Reaktionen moglichst klein zu halten und z. B. Zerstérungen oder Veriind, 
rungen wertvoller Aminosauren, wie sie bei langerer Saureeinwirkun, 
oder Behandlung mit Oxydantien und Reduktionsmitteln entstehen, .\\:; 
ein Minimum einzuschranken. Mit der Keratose wurden Verdauungs\:; 
suche in vitro und Fiitterungsversuche an Ratten ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil. 


!. Darstellung des Keratosepraparates. 


Als Ausgangsmaterial diente Menschenhaar, wie es beim Friseur anfiil! 
Biischel von langerem Frauenhaar wurden in 3-4 cm lange Stiicke zerschnitten 
Das Material wurde in ca. 35facher Menge Leitungswasser suspendiert und haufiy 
verrithrt. Sich an der Oberflache absetzende Verunreinigungen wurden entfernt 
die Haare dann aus der Fliissigkeit herausgehoben. Diese Vorreinigung wurd: 
zweimal wiederholt. Darauf kamen die Haare in das gleiche Volumen Wasser. 
dem pro Liter 2,5 ml Antisaprin, ein alkalifreies Dispergiermittel der Fa. Stock 
hausen, Krefeld, zugesetzt war. Nach haufigem Umriihren und 1ostiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurden die Haare aus der schmutziggrau ge- 
farbten, triiben Waschfliissigkeit herausgehoben, mit dest. Wasser mehi mals 
wie oben beschrieben, gewaschen, bei 25-—30° getrocknet, mit der 10fachen Meng: 
Methanol versetzt, unter haufigem Umriihren bei 35° 24 Stunden stehengelasse: 
vom Methanol getrennt und scharf abgepreBt, im Soxhlet 16 Stunden mit Athe 
extrahiert und bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Zur Analyse wurde eine Probe in der Trockenpistole bei 15 mm Hg bei 56 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet: 12,7% Gewichtsverlust. 

N: 14,05 % (Halbmikrokjeldahl nach ABpERHALDEN-Fopor). 

S: 5.42%, 5,54% (entsprechend 20,31°%, 20,76% Cystin). (Halbmikro naci 
Cartus). 

Cystingehalt: Zur Cystinbestimmung wurde die eingewogene Haarmenge nac! 
den Angaben von Scnésert und Mitarbeitern [13] mit 10 ml 20% iger HCI 6 Std 
unter Riickflu8 gekocht, nachdem in Parallelversuchen festgestellt war, dai} 
langere Hydrolyse von 10 Std. keine héheren Cystinwerte ergab — 4stiindig: 
Hydrolyse erwies sich nicht als ausreichend. Das Hydrolysat wurde auf den 
Wasserbad zur Trockene gebracht, in wenig Wasser aufgenommen, in ein 10-ml| 
MeSkélbchen unter mehrmaligem Nachwaschen des Filters filtriert und mi 
Wasser zur Marke aufgefiillt. Von der klaren, braunen Fliissigkeit gelangte: 
0,2-0,3 ml fiir die lichtelektrische Bestimmung des Cystins (HANSON [18]) zu 
Anwendung. Cystein war im Hydrolysat nicht nachweisbar. 

18,91%, 19,29% Cystin. 

Aus diesem Haar wurde die Alkalikeratose durch kurzz«itige (50-60 Min 
Einwirkung von 2,2 n NaOH bei 50° unter weitgehender Verwendung der vo 
ScnOBeERL und Mitarbeitern [13] beschriebenen Methodik dargestellt. Nachden 
eine Haarstruktur in der entstandenen Lésung mikroskopisch nicht mehr fe-t- 
stellbar war, wurde auf o° abgekiihit und mit eisgekiihlter 50%iger Essigsaur: 
neutralisiert. Zur Gewinnung eines méglichst hellen Keratosepraparates bewahrte 
sich auch uns die Unterbrechung des Neutralisationsvorganges bei py 7,8-% 
die bis zu diesem Punkt abgeschiedenen braunen, gummiartigen Massen wurde 
abzentrifug‘ert, die iiberstehende Fliissigkeit unter Kiihlung weiter mit Essig 
saure bis zu py 4,6 versetzt. Es trat deutlicher Geruch nach H,S aut, Merkaptane 
konnten mit der Isatinschwefelsaureprobe (siehe TREADWELL [19]) nicht nac! 
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gewiesen werden. Die Keratose fiel als hellgelbe amorphe flockige Masse aus, die 
leicht abzentrifugiert werden konnte und an der Zentrifuge oder durch Verreiben 
im Mérser mit Azetatpuffer (pzy = 4,6) in fallender Konzentration (0,1 n, 0,01 n), 
dann 3mal mit Methanol gewaschen wurde. 

Zur Bestimmung der durch das Waschen aus der gefallten Keratose noch her- 
ausgelésten hochmolekularen Stoffe wurden die Waschfliissigkeiten einzeln auf 
dem Wasserbad zur Trockene gebracht. Die Riickstande wurden wieder in Wasser 
gelést, 48 Std. gegen flieBendes dest. Wasser im rotierenden Dialysator dialysiert 
und der Riickstand der Dialysierhiilse auf dem Wasserbad zur Trockene ge- 
bracht: 8,5 g. Die Masse war fest, graubraun, lackartig glanzend, wenig hygro- 
skopisch, durch Saure und Halbsattigung mit Ammoniumsulfat ausflockbar; 
Biuretprobe stark positiv, auffalliges Klebevermégen. 

Das nach. der Waschung resultierende Keratose-Produkt, im Vakuumexsik- 
kator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, war ein helles, etwas graugelbes 
Pulver (Keratose 1). 

Analyse des lufttrockenen Préparates: 

N-Gehalt: (Halbmikrokjeldahl nach ApspERHALDEN-Fopor): 14,50%, 14,26% 
Einwaage: 39,09 mg; 46,15 mg; 4,05 ml, 4,70 ml 0,1 n NHsj). 

Amino-N-Gehalt nach VAN SLYKE: p = 741 mm Hg, t = 19,5°; 

1. 0,62% (Einwaage: 103,97 mg; in 0,5 ml 2,2n NaOH gelést, mit Wasser 
auf 10ml aufgefiillt; 2 ml angewendet: 0,23 ml N,); 

2. 0,64% (Einwaage: 202,84 mg, in 1 ml2,2n NaOH gelést, mit Wasser auf 
20 ml aufgefiillt; 5 ml angewendet: 0,58 ml N,). 

Gesamtschwefel(Halbmikro nach Carius) : 3,66% ; 3,97 % (Einwaage: 88,67 mg; 
59,66 mg; 24,22 mg BaSO,; 17,23 mg BaSO,) Durchschnitt 3,81% S. 

Cystingehalt: Methodik wie bei Cystinbestimmung in den Haaren. 

1. 5,53% (Einwaage: 0,4345 g; 0,2 ccm Hydrolysat angewendet, d = 0,5 cm, 
278,5 TT, 0,81 - 10-4 m), 

HgCl,-Zusatz (vgl. Hanson [18]) lieB keine wahrnehmbare Blaufarbung mehr 
entstehen. (Gemessen 7 TT.) SH-Gruppen waren in Ansatzen ohne Sulfit nicht 
nachweisbar. 

2. 5,41 °% (Einwaage: 0,4112 gr; 0,2 ccm Hydrolysat angewendet, d = 0,5 cm, 
258 TT = 0,74° 1074 m). ; 

Zur Entziehung des nach ScuOserL und Mitarbeitern [13] anzunehmenden 
elementaren S und anderer in CS, léslichen Substanzen, wurde die Keratose 
20 Std. mit CS, (MERCK, rectificatissimus) im Soxhlet extrahiert. 

Es wurden aus io g Keratose 1 durch CS,-Extraktion und anschlieBendes Ab- 
destillieren des CS, 0,0753 g einer gelben, schnell fest werdenden, kristallin glan- 
zenden, etwas unangenehm riechenden Masse erhalten. Sie wurde nicht ein- 
gehender untersucht, da sie fiir unsere Fragestellung zunachst kein gréBeres 
Interesse besaB. AuBer S sind noch C-haltige Verbindungen darin enthalten. 

Der der Keratose anhaftende CS, wurde bei Zimmertemperatur verdunsten 
gelassen und die Keratose im Exsikkator bis zur Gewichtskonstanz aufbewahrt, 
dann pulverisiert: helles, fast weifes, nicht hygroskopisches Pulver (Keratose 2). 

Ausbeute: aus 100 g gereinigtem Haar 25,0 g Keratose 2. 

Analyse des lufttrockenen Priéparates : 

N-Gehalt: 14,73%, 14,66% (Einwaage: 0,05483 g, 0,06581 g; 5,77 ml, 
6,87 ml, o,1.n NHs). 

Amino-N-Gehalt : p = 753 mm Hg, t = 19°, 0,77%, 0,66 Amino-N (Einwaage: 
0,08249 g, 0,13151 g auf 10 ml; davon 5 ml angewendet, 0,56 ml Ng, 0,76 ml Ng. 
Somit liegen 4,8% des Gesamt-N als Amino-N vor. 

20* 
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Gesamt-S-Gehalt: 3,43%, 3,73 % (Eimwaage: 0,04921 g, 0,09119 g; 0,01231 
0,02478 g BaSQ,). 

Durchschnitt: 3,58% S (13,4% Cystin entsprechend). 

Cystingehalt: 5,36% (Einwaage: 0,40322 g, auf 10 ml; davon o,2 ml 
gewendet, 252 TT). 

Ansatz mit HgCl, zeigt keine Blaufarbung (6 TT). 

Sulfat-S-Gehalt: Spur (aus je 5 ml der Hydrolysate fiir die Cystinbestimmung 
konnten in einem Falle 0,o7 mg BaSQ,, im anderen Falle 0,24 mg BaSO, ge- 
wogen werden, also ca. 0,005-0,015 %, Sulfat-S). 

Gewichtsverlust: bei Trocknung bei 12 mm Hg bei 56°: 5,2%. 

Ninhydrinreaktion, Pikrinséureprobe, Biuretprobe, Millon’sche Probe, Gly- 
oxylsdureprobe deutlich positiv. In NaOH leicht léslich, starkste Ausflockung 
bei py ca. 4,5, in SaureiiberschuB leicht léslich. Lost sich beim Kochen mit Was- 
ser wenig, vielmehr bildet sich ein flockiges Gerinnsel, das sich bei Zusatz vor 
NaOH unter Bildung einer Gallerte lést. 


IT. Verdauungsversuche in vitro: 
a) Pepsinverdauung. 
Losungen: 


Pepsinlésung: 0,25 g Pepsin (in lamellis, Merck), ad 25,0 ml mit 0,3 n HC] 

Caseinlésung: 1,5 g Casein (Hammarsten) + 9 mlo,1 n NaOH + H,O ad 25,0. 

Keratoselésung 1: 1,5 g Keratose 2 + 16ml 0,1n NaOH + H,0O ad 25,0. 

Keratoselésung 2: 0,75 g Keratose 2 + 8ml 0,1n NaOH + H,O ad 25,0 

Zusammensetzung der AnsiAtze: 

,,Kontrolle Pepsin‘‘: 5 ml Pepsinlésung + 5 ml H,O. 

,»Kontrolle Casein‘: 5 ml Caseinlésung + 5 ml 0,3 n HCl. 

,,Kontrolle Keratose 1‘‘: 5 ml Keratoselésung 1 + 5 ml 0,3 n HCl. 

,,Kontrolle Keratose 2‘‘: 5 ml Keratoselésung 2 + 5 ml 0,3 n HCl. 

Pepsin + Casein: 5 ml Caseinlésung + 5 ml Pepsinlésung. 

Pepsin + Keratoselésung 1: 5 ml Keratoselésung 1 + 5 ml Pepsinlésung. 

Pepsin + Keratoselésung 2: 5 ml Keratoselésung 2 -++ 5 ml Pepsinlésung. 

Durchfiihrung: Nach Herstellung der Ansatze - Casein und Keratose lésten 
sich bei Zusatz der Pepsinlésung nach voriibergehender Ausflockung wieder 
vollig —- wurde mit Toluol iiberschichtet und je 0,5 ml sofort und nach den in 
Tabelle II angegebenen Aufbewahrungszeiten bei 37° zur Aminostickstoffbe- 


Tabelle 2. 





Art der Lésung O-Wert Zuwachs nach 2 Std. Zuwachs nach 14 Std. 
mgN; | mgN,;'% vom O-Wert | mg N, |% vom O-Wert 





Kontrolle Pepsinlésung . | 0,18 0,01 | —0,01 
Kontrolle Caseinlésung . | 0,25 0,03 | 0,02 
Kontrolle Keratoselésung 1) 0,21 | 0,01 | 0,04 
Kontrolle Keratoselésung 2} 0,27. |—0o,09 \—0,05 
Pepsin+Caseinlésung .. | 0,22 | 0,17! 7 0,21 9 
Pepsin+ Keratoselésung1 | 0,27. | 0,03) 0,04 1 
Pepsin+Keratoselésung2 | 0,21 | 0,26 0,22} 10 


5,5 
4, 
5 


stimmung nach vAN SLYKE entnommen. Tabelle 2 enthalt mg N in 1 ml de: 
Ansatzes zu Beginn (O-Wert) und die Zunahmen des Aminostickstoff in mg \ 
und in % des Anfangswertes. Bei den Werten der Hauptansiatze sind die Amin: 





losten 
vieder 
len in 
off be- 
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stickstoffwerte bereits durch Ausgleich mit den Kontrollversuchswerten korri- 
giert. Leerwerte sind iiberall beriicksichtigt. Am Ende des Versuches war das py 
der Ansatze noch um 3,5. 


b) Zrypsinverdauung - 

Trypsinlésung: 2g Pankreatin (MERcK), mit 20ccm Glyzerin (87%ig) ver- 
riihrt, 3 Std. bei 37° aufbewahrt, iiber Nacht bei 37° filtriert. Filtrat = Glyzerin- 
extrakt. 

Caseinlésung: Siehe Ila (Lésungen). 

Keratoselésung: Siehe Ila (Keratoselésung 1). 

Zusammensetzung der Ansiatze: 

Kontrolle Trypsinlésung: 2 ml Glyzerinextrakt + 5 ml Wasser + 3 ml m/5 
Phosphatpuffer (pzz = 8,0). 

Kontrolle Caseinlésung: 5 ml Caseinlésung + 2 ml Wasser + 3 ml m/5 Phos- 
phatpuffer, px = 8,0. 

Kontrolle Keratoselésung 1: 5 ml Keratoselésung + 2ml Wasser + 3 ml 
m/§ Phosphatpuffer (= 8,0). 

Trypsin -+ Casein: 5 ml Caseinlésung + 3 ml m/5 Phosphatpuffer + 2 ml 
Glyzerinextrakt. 

Trypsin + Keratose: 5 ml Keratoselésung1 + 3 ml m/5 Phosphatpuffer + 
2 ml Glyzerinextrakt. 

Durchfiihrung: entsprechend wie unter Ila fiir Pepsin angegeben. Ergebnisse 
in Tabelle 3. 


Tabelle 3. 





Zuwachs 
nach 1 Stunde nach 3 Stunden nach 19 Stunden 


% vom | % vom 


Art der Lésung wii | 
io 
mgN: | O-Wert | ™SNs  O-Wert ™EN: | O-Wert 





Kontrolle 

Trypsinlésung 4 - ,O1 | +-0,02 
Kontrolle 

Caseinlésung . fe) 
Kontrolle 

Keratoselésung ‘ | 0,07 
Trypsin+Casein) 0,38 

Trypsin-+ Kera- 

toselésung . . 0,31 


III. Fiitterungsversuche 
a) Versuchsfutter : 


Die Tiere erhielten ein Futter, das jenem von Luckner [4] zur Hervorrufung 
der Odemkrankheit stark glich, und das bei Zulage von Cystin in der Mehrzahl 
der Lucknerschen Faille diese Erkrankung nicht mehr hervorzurufen imstande 
war. Statt frischer Méhren verwendeten wir Méhrentrockenpulver. Die Zusammen- 
setzung des Futters der ersten Tiergruppe (Kontrollgruppe) war folgende: 130 g 
Mohrenpulver, 70 g Starke, 8 g Salzgemisch (nach Simmonps-McCo.tum), 5 g 
Lebertran. Die zweite Tiergruppe (Versuchsgruppe) erhielt das gleiche Futter, 
erganzt durch 12 bzw. 15 bzw. 18 g Keratose 2. Aus der Starke wurde zunachst 
mit Leitungswasser ein Kleister gekocht, dem in der Hitze unter Riihren die an- 
deren Substanzen beigemischt wurden. Durch Wasserzusatz wurde das Gemisch 
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auf 750 g gebracht. Nach dem Erkalten war das ganze ein fester Brei, der \ 
den Tieren gern gefressen wurde. 

Uber die Analyse der zur Herstellung des Futters benutzten, als N- und + 
Quelle in Frage kommenden Substanzen unterrichtet Tabelle 4. Zu cd 
Fallen, in denen eine genaue Cystinbestimmung mit Phosphorwolframsaur 
wegen zu kleiner Farbwerte und ihrer nur geringfiigigen Zuriickdrangung durc} 
HgCl,-Zusatz nicht méglich war (HANSON [18]), sind die Cystinwerte, da unzi 
verlassig, nicht eingesetzt. Die eingeklammerten Zahlen geben die auf Grund 
des Cystingehaltes der Keratose errechneten Werte wieder. Spalte 4-7 de 
Tabelle 4 beziehen sich auf bis zur Gewichtskonstanz bei 105° getrocknetes 
Futter. 


Tabelle 4. 





| | | 
1% Ge-| 9% % | 
Produkt %N | samt-S | Sulfat-S Cystin Bemerkungen 





Méhrenpulver . . . | | 1,16) 0,18 | 0,08 | awe 
Keratose2 ... . | 14,7. | 3,58 | 0,005- | 5,36 | s.auchexp. 
|0,015 | Teil I 
Futtergemisch ohne | Gemisch aus 
Keratose .... | 0,68 0,24 | 0,14 | Mohrenpulver, 
| Starke, Salzge 
misch etc. (s.o. 


4 Futtergemisch wie lfd. 
| Nr. 3+12 g Keratose| | 1,371 0,46 | 

5 |Futtergemisch wie Ifd.| | 
| Nr.3+15 g Keratose 1,53 | 0,54 


6 |Futtergemisch wie Ifd. 
| Nr.3+18 g Keratose| 7 | 1,81) 0,59 





b) Versuchstiere - 


Zu den Versuchen dienten junge, wachsende Ratten verschiedenen Alters 
Versuchs- und die dazugehoérigen Kontrolltiere entstammten jeweils dem gleicher 
Wurf. Sie waren bis Versuchsbeginn in einem KaAfig gleich gefiittert und gehalte: 
und wurden bei Versuchsbeginn in 2 Gruppen geteilt, von denen die eine da- 
eiweiSarme Mohrenfutter, die andere das gleiche unter Erganzung mit Keratos« 
erhielt. Die Tiere wurden. zweimal woéchentlich gewogen; der durchschnittliche 
tagliche Futterverzehr pro Tier wurde in jeder Tiergruppe durch Einwagung der 
Nahrung und Zuriickwiegen evtl. nicht verzehrten Futters ermittelt. Durch be- 
sondere Anordnung und Befestigung der Futternapfe auf kleinen Tischchen in 
Kafig war dafiir Sorge getragen, daB Futter nicht verstreut werden konnte. 

Die Tiere wurden nach eingetretenem Tode seziert und zum grofen Teil hi- 
stologisch untersucht*. 

Die Tiere wurden am 8. Marz 1946 in den Versuch genommen, sie erhielten 
bis 22. Marz noch das iibliche Stallfutter, die Kontrollgruppe dann das Futter- 
gemisch ohne Keratose, die Versuchsgruppe das mit Keratose und zwar bis 
12. April 12 g Keratose (s. Naheres unter IIIa), ab 13. April 15 g, ab 2. Mai 18 ¢ 
Die Tiere fraBen bis kurz vor dem Tode gut; Durchfalle wurden nicht beobachtet. 


* Herr Doz. Dr. KettLer (Pathologisches Institut der Universitat) fiihrte in 
dankenswerter Weise die Untersuchungen durch. Er wird iiber die dabei er- 
haltenen Befunde in Zusammenhang mit anderen von ihm beobachteten Leber 
veranderungen in einer besonderen Verdffentlichung berichten. 
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ediglich die Faeces der Tiere, die zusatzlich Keratose erhalten hatten, waren 
erheblich dunkler, fast schwarz gefarbt. Zur Analysierung wurden die Faeces 
zu zwei verschiedenen Zeiten vom 3. April bis 5. April und vom 17. April bis 
19. April gesammelt. Die zuerst gesammelten Faeces wurden mit etwas n HC] 
iibergossen und auf dem Wasserbad bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die 
zuletzt gesammelten Faeces wurden im Trockenschrank bei 75° zur Gewichts- 
konstanz gebracht. Wasser-, N-, Gesamt-S-, Sulfat-S-, Cystingehalt wurden be- 
stimmt. Fir letzteren gilt das unter IIIa Gesagte. 
140 
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Abb. 3. (Wurf 3) 


c) Ergebnisse: Abb. 1-3 zeigen den Verlauf der Gewichtskurve und die Le- 


bensdauer der Tiere bei Fiitterung mit und ohne Keratose. 
Tabelle 3 veranschaulicht die durchschnittliche Lebensdauer der Tiere vom 


Beginn der Versuchsfiitterung ohne und mit Zusatz von Keratose. 





Horst Hanson: 


Tabelle 6. 





Futterart 


Wurf I 


Anzahl 
der Tiere 


Wurf II 


Anzahl 
der Tiere 


| durchschn. 
Lebensdauer 
in Tagen | 


durchschn. 
Lebensdauer 
in Tagen 


Wurf III 


durchsch: 
Anzahl 
der Tiere |Lebensdauer 


in Tage 





ohne Keratose 4 


mit Keratose 4 


29,7 
48,2 


Tabelle 7. 


43,5 4 
89 





Tiergruppe 


verabr. Futter 


Futter (getrocknet) 


Nin % org. S sited. * tags 


in % 2 


Faeces (getrocknet) 


‘ | org.S 100: org 
o | g.° 
Nin % | in% N 





Wurf I 
Kontroll- 
gruppe 


Versuchs- 
gruppe 


Versuchs- 
gruppe 


Wurf 17 
Kontroll- 
gruppe 


Versuchs- 
gruppe 


Versuchs- 
gruppe 


’Wurf LIT 
Kontroll- 
gruppe 


Versuchs 
gruppe 


Versuchs- 
gruppe 





ohne Kera- 
tose 


mit 12 g Ke- 
ratose 


mit 15 g Ke- 
ratose 


ohne Kera- 
tose 


mit 12 g Ke- 
ratose 

mit 15 g Ke- 
ratose 


ohne Kera- 
tose 


mit 12 g Ke- 
ratose 


mit 15 g Ke- 
ratose 





29,6 


0,43 





0,145 
0,490 
0,605 


4,30 14,0 


Es ergibt sich, da8 nur bei dem einen Tier des Wurfes II die Keratosezulag: 
einen Gewichtsabfall verhindern konnte; bei allen anderen Tieren waren hi: 
sichtlich des Verlaufes der Gewichtskurve keine deutlich wahrnehmbaren Unter 
schiede festzustellen. Bemerkenswert ist jedoch die aus Abb. 1-3 und Tab. 5 e: 
sichtliche langere durchschnittliche Uberlebensdauer der mit Keratose gefiitte: 
ten Tiere, Eine statistische Ausgleichsrechnung ist wegen der geringen Zahl de: 





— 
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\ersuchstiere nicht méglich. Die Tiere fraBen meist bis 1-2 Tage vor dem Exitus 
mit dem gleichen Appetit wie zu Versuchsbeginn. Ausgesprochene Odeme, die 
sich, wie z. B. bei Luckner [4], in deutlichen Gewichtsanstiegen au8erten, 
konnten in keinem Falle festgestellt werden. Ascites war bei der Sektion jedoch 
ein haufiger Befund. Klinisch boten die Tiere ein wenig ausgesprochenes Bild. 
4-5 Tage vor dem Tode fiel zunehmende Unlust fiir Bewegungen auf, das Fell 
wurde struppig, unsauber; Extremitaten, Schwanz und Nasenpartie zeigten 
wachsartige Blasse, bis dann bei zunehmender Schwiche der Tod eintrat. Dieses 
Bild war bei Versuchs- und Kontrolltieren im wesentlichen das gleiche. 

Tabelle 6 enthalt die Ergebnisse der Faecesanalysen, verglichen mit den 
Werten des jeweils verabreichten Futters. Es sind nur die prozentualen Werte 
und die organisch. S/N-Zahlen in der Art, wie sie vor einiger Zeit GrossFELD 
|20] als analytische Kennzahlen fiir Lebensmittel vorschlagt, angegeben. Eine 
genaue Bilanzaufstellung, war wegen der nur 2—3tagigen Periode der Faecessamm- 
lung, des Fehlens der Harnzahlen und wegen der aus duBeren Griinden nicht 
durchfiihrbar gewesenen Einzelhaltung der Tiere nicht méglich. Immerhin 
lassen die in Tabelle 6 angefiihrten Werte erkennen, daf Keratosezusatz von 
12 g zum Futter eine annahernd in gleichem Verhiltnis erfolgende Veranderung 
der N- und S-Werte der Faeces im Gefolge hat. Zulage von 15 g Keratose ergibt 
merkwiirdigerweise zwar auch eine starke Erhéhung der S/N-Zahlen in den 
Faeces aller Wiirfe. Sie bleibt aber nicht nur relativ, sondern auch absolut hinter 
den Werten bei 12 g Keratosezulage zuriick, obgleich ja doch héherer Keratose- 
zusatz von 15 g in der Nahrung in dieser zu héheren S/N-Werten fiihrt als 12 g 
Keratose. 


Bei der Durchfiihrung der Arbeiten erfreute ich mich der Hilfe der beiden 
technischen Assistentinnen Frl. IsonpDE WIEDEMANN und Frl. MARIANNE KLINK. 
Es sei ihnen auch an dieser Stelle fiir ihre Mitarbeit gedankt. 


Besprechung der Ergebnisse: 

In der Keratose liegt ein Praparat vor, das vor allem in seinen physiko- 
chemischen Eigenschaften starke Ahnlichkeit mit dem Casein aufweist. 
Beide Substanzen sind in Lauge leicht léslich, flocken beim isoelektrischen 
Punkt bei pyy 4,5 reversibel aus, um sich im Uberschu8 von Siaure wieder 
zu lésen. Dies war der Grund, weshalb MErRRIL [12] die Keratose neben 
dem Casein zu kinetischen Fermentstudien heranzog. Auch beim Erhitzen 
beider Substanzen mit H,O ergeben sich Parallelen: sie lésen sich wenig, es 
bilden sich flockige Gerinnsel, die bei Zusatz von NaOH in Lésung gehen. 
In Bezug auf die elementare Zusammensetzung ist der markanteste Unter- 
schied im S-Gehalt gelegen, der bei Casein 0,76%, bei der Keratose nach 
ScHOBERL und Mitarbeiter [13] und nach eigenen Untersuchungen bei 3,6% 
liegt. Die genannten Autoren fanden in Keratose aus Schafwolle 2,63% S, 
wir fanden in einem anderen Keratosepraparat, jedoch bei gleichem 
Haarausgangsmaterial 2,33 %. Es hangt aiso der S-Gehalt offenbar 
neben dem Ausgangsmaterial auch sehr von geringen Unterschieden 
in dem jeweiligen Aufarbeitungsgang ab. Die S/N-Zahl (GrossFELpD [20]) 
betragt fiir Casein 4,9, fiir unser Keratosepraparat mit 3,5% S 23,8. Im 
Gegensatz zu den Haaren, die als Ausgangsmaterial dienten und in denen, 





308 Horst HANson: 


wie die Analyse ergab, 93% des Gesamt-S (5,48%) als Cystin-S vorlag: 
enthielt die Keratose bei 3,6°% Gesamt-S nur 40% als Cystin-S. Es kom: 
also bei der Keratose im Vergleich zu den Haaren zu einem erheblich: 
S-Verlust in Form von H,S und des mit CS, extrahierbaren Produktes, u. «. 
elementarem S, dariiber hinaus tritt im Keratose-Molekiil eine Anderun: 
der S-Bindung ein. In den Haaren ist fast der ganze S als Cystin-S by 
stimmbar, in der Keratose unter gleichen Hydrolysebedingungen weniger 
als die Halfte. Aus den Untersuchungen von ScuOBerL und Mitarbeiter: 
[13] geht hervor, daB bei der Hydrolyse der Keratose stark S-haltige Humin 
substanzen mit nur 1,45% N anfallen, daB auBerdem, wenn auch in gx 
ringer Menge, die erstmalig von Horn, JoNES u. RINGEL [21] aus Wolk 
isolierte, den S in thioatherartiger Bindung enthaltende Diaminodicarbon 
sdure Lanthionin (HOOC : CH « (NH,)*CH,-S—CH, : CH - (NH,)- COOH) 
zu finden ist. Es scheint uns auf Grund der fiir uns zur Zeit nur unvoll- 
standig oder nur in Referaten zuganglichen Literatur noch nicht sicher, o|) 
Lanthionin von vornherein in der Keratose oder anderen Proteinen vor 
handen ist, oder ob es nicht erst sekundir durch die Alkalieinwirkung 
auf die Keratine entsteht. 

Wenn wir in der S/N-Zahl der Keratose fiir S den Prozentwert einsetzen, 
der dem ermittelten Cystingehalt der Keratose entspricht, so ergibt sich 
fiir S* 100/N = 9,7, ein immer noch recht hoher Wert, auf Grund dessen 
die Keratose zu den S-reichen EiweiBsubstanzen zu zahlen ware. Dies so 
wie die schon erwahnte physikochemische Ahnlichkeit zwischen Casein und 
Keratose und der positive Ausfall der Proben auf Tryptophan und Tyrosin 
veranlaBte uns, das Verhalten einer Alkalikeratose bei Einwirkung von Ver. 
dauungsfermenten und iiberhaupt im tierischen Organismus zu untersuchen. 

Der Gehalt unserer Keratose an NH,-N (4,8% des Gesamt-N), liegt 
nur wenig héher als bei ausgesprochenen Proteinen (3-4%). SCHOBERL und 
Mitarbeiter fanden in ihrem Keratosepraparat 9,55-13,7% des Gesamt-\ 
als NH,-N. Angaben iiber den Ausfall der Pikrinsaureprobe sind von 
diesen Autoren nicht gemacht. Auf die positive JarrE-Probe in Alkali- 
keratose hat jedoch friiher Stary [15] hingewiesen. Emi ABDERHALDEN 
und Komm [9] haben bei partieller Hydrolyse von Keratinen mit verdiinn- 
ten Mineralsiuren Peptidanhydride isoliert. Auch unser Praparat zeigt 
eine stark positive JArrE-Probe. Die Annahme liegt nahe, daB der niedrige 
NH,-H unserer Keratose durch die zahlreichen Diketopiperazinbindungen 
bedingt ist. Da nach den bisherigen Arbeiten (vgl. zuletzt Emi, ABDER- 
HALDEN u. A. ParscHIN [22]) nicht daran zu zweifeln ist, daB Diketo- 
piperazine im Verdauungskanal enzymatisch nicht angreifbar sind, méch- 
ten wir annehmen, da die in unseren Fiitterungsversuchen festgestellte 
geringe Ausnutzbarkeit der Keratose auf die zahlreich vorkommenden Di- 
ketopiperazinstrukturen zuriickzufiihren ist. In dieser Richtung miissen 
weitere Versuche angestellt werden. 
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Es ist auffallig, daB trotz stark positiver JarrE-Reaktion die Verdau- 
ungsversuche in vitro eine deutliche Angreifbarkeit der Keratose durch 
Pepsin und Trypsin ergaben. Der fermentative AufschluB kommt bei der 
Keratose schneller zum Stillstand als beim Casein, das durch Pepsin und 
Trypsin nach 14 bzw. 19 Std. Einwirkungszeit noch deutlich weitere Auf- 
spaltung, gemessen an der Zunahme an NH,-N erkennen 1aBt (vgl. Tab. 2 
und 3). 

Auffallig ist ferner, da8 Keratose in halber Konzentration erheblich 
stirker aufgespalten wird als in konzentrierter Form. Worin die Ursache 
dafiir liegt, kann nur vermutet werden (Hemmung durch die Keratose 
selbst oder noch enthaltener anderer Spurensubstanzen oder Wirkung von 
Spaltungsprodukten der Keratose). Vielleicht greifen die Magen- und 
Darmfermente nur insoweit und solange an, wie eine AufschlieBbarkeit 
des Keratosemolekiils ohne direkte Beteiligung der fermentresistenten 
Diketopiperazinstrukturen mdglich ist. 

Wie dem auch sei, die Fiitterungsversuche zeigen eindeutig, daB trotz 
relativ giinstiger Verdaulichkeit in vitro nur ein Teil der Keratose vom 
Versuchstier fiir den Baustoffwechsel verwendet werden kann. Das Futter 
der Tiere, die keine Keratose erhielten, und das im wesentlichen der Méhren- 
grundkost nach Luckner [4] glich, enthielt 4,3°% EiweiB, war also ein 
ausgesprochenes EiweiBmangelfutter, in dem das EiweiB zudem noch als 
ein vegetabilisches, biologisch minderwertiges Protein vorlag, dessen Aus- 
nutzung nach den Angaben von Luckner [4] nur 36-46% betrigt. Die 
Tiere gingen nach einer Fiitterungszeit zugrunde, die im groBen und ganzen 
der von LuckNer entsprach. Ausgesprochene Odemtiere sahen wir nicht, 
haufig Ascitesbildung von ca 5 ml, daneben jedoch verschiedentlich 
starkste Leberveranderungen, wie sie LUCKNER [4] nicht beobachtete, wie 
sie jedoch Hock u. DoBBERSTEIN [2] bei ihren Cystinmangelratten be- 
schrieben. Auf diese Befunde wird an anderer Stelle zuriickgekommen 
werden (HANSON-KETTLER, |. c.). Da auch LuckNer [4] in seinen Ver- 
suchen keineswegs immer ausgesprochene Odeme bei seinen Ratten fest- 
stellte, und auBerdem mitteilt, daB der Tod der Tiere bei zusatzlichen 
Cystingaben nur um héchstens 3-4 Monate verzogert wurde, ist man 
durchaus berechtigt anzunehmen, daB seine wie unsere Tiere letzten Endes 
an allgemeinem EiweiBmangel zugrunde gingen, wobei vielleicht das 
Odem Ausdruck des haufig zuerst manifest werdenden Cystinmangels ist. 
Die Fiitterungsversuche von LUCKNER [4] mit Tyrosin und Tryptophan, 
deren Zulage zur Grundkost das Auftreten der Odeme nicht verhindern 
konnte, sprechen nicht gegen diese Annahme. Als absolut gesichert kénnen 
die Zusammenhange zwischen Odemkrankheit und Cystinmangel sowieso 
noch nicht angesehen werden. LuCKNER [4] berichtet z. B. von einem Ver- 
suchstier, das trotz Cystinzulage ausgesprochene Odeme bekam. Die kiirz- 
lich mitgeteilten Befunde von RatscHow [3] stiitzen allerdings die 
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Hypothese einer ausgesprochenen Cystinmangelgenese des Odems. Es js: 
anzunehmen, da den Leberveranderungen, wie sie Hock, Fink uni 
DoBBERSTEIN [2] bei Ratten bei einer lediglich an Cystin als unterwertiy 
anzusehenden Kost beobachteten und wie wir sie bei einem Teil unsere: 
Tiere ohne Keratosezulage sahen, groBere Spezifitat fiir Cystinmange| 
zukommt als den Odemen, die die genannten Autoren nicht feststellten. 
Eine kalorische Unterernahrung kam bei unseren Tieren deshalb nicht in 
Betracht, weil sie ad libitum fressen konnten. Klinische Vitaminmange| 
erscheinungen konnten wir ebenfalls nicht beobachten. 

Zulage von Keratose zur Mohrengrundkost fiihrte zu einer deutlichen 
Verzogerung des Todeseintritts, wobei der Ablauf der Erscheinungen bis 
zum Tod keinen Unterschied gegeniiber den Tieren ohne Keratose bot. 
Auffallig ist, daB schwere Leberveranderungen bei keinem Keratoseticr 
zur Beobachtung kamen, wenngleich auch bei diesen gewisse Leberver 
anderungen feststellbar waren. Fiir spezifischen Cystinmangel liegen also 
bei den Keratosetieren keine sicheren Anhaltspunkte vor. Der Grund, 
weshalb die Keratosetiere, wenn auch erst nach langerer Fiitterungsperiode, 
starben, ist sicherlich der infolge schlechter Verwertung der Keratose vor- 
handene EiweiBmangel. Das Futter mit dem niedrigsten Keratosezusatz 
(12 g), enthielt 8,5°, EiweiB, das nach 21/, Wochen durch ein solches mit 
15 g Keratose bei 9,6% EiweiB, und nach weiteren 3 Wochen mit 18 ¢ 
Keratose bei 11,3% EiweiB abgelést wurde. Diese EiweiSwerte sollten 
bei guter Ausnutzung ausreichen, um den Organismus auch der wachsen 
den Ratte instandzusetzen, den Aminosdurebedarf des Baustoffwechsels 
zu befriedigen. Aus dem Parallelgehen der Nahrungs-S/N-Zahl mit der 
Faeces-S/N-Zahl — auf gewisse Abweichungen kommen wir ynten noch- 
mals zuriick -, kann jedoch geschlossen werden, daB die Keratoseausnut 
zung schlecht ist. Die Keratosekost, verglichen mit der Méhrengrundkost 
+ 0,25% Cystin, wie sie Luckner [4] zur Verhiitung des Odems angibt, 
enthalt nur 0,09-0,11—0,13% Cystin. Fink und Hock [2] verhiiten Cystin- 
‘mangelerscheinungen durch Zulage dieser Aminosdure in einer Menge 
von 2% des Proteinanteils. Die verschiedenen Keratosekosten besitzen 
2,7-3,9% des Proteinanteils an Cystin. Der wahre, intermediar zur Wir- 
kung gelangende Cystinanteil bei unseren Keratosetieren ist jedoch infolge 
ungiinstiger Ausnutzung der Keratose als noch erheblich unter diesem 
Wert liegend anzusehen. 

Aus der durschschnittlich langeren Uberlebensdauer der mit Keratose 
gefiitterten Tiere kann geschlossen werden, daB die ausnutzbaren Anteile 
der Keratose nicht ausreichen, um den EiweiBmangel zu beheben. Das 
Wachstum dieser noch im Wachstumsalter befindlichen Tiere kann nicht 
nur nicht geférdert werden, im Gegenteil, der Gewichtsabfall wird nicht 
aufgehalten. Es ist nun auffallig, daB bei einem Versuchtstier mit Keratose 
kost die Uberlebensdauer fast doppelt so groB ist wie bei den anderen 
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Keratosetieren, und etwas mehr als doppelt so gro8 wie die Uberlebens- 
dauer der Kontrolltiere des gleichen Wurfes. Bei Vergleich der S/N-Zahl 
der Faeces der einzelnen Wiirfe zeigt sich, daB das am langsten iiberlebende 
Keratosetier des Wurfes II die absolut und relativ gréBte S/N-Zahl der 
Faeces aufweist, d.h. daB bei ihm die N-Ausnutzung relativ giinstiger 
liegt als die S-Ausnutzung. Die Keratosetiere des Wurfes III, die beim 
Vergleich mit den Kontrolltieren dieses Wurfs (ohne Keratose) die kiir- 
zeste Uberlebensdauer zeigen, lieferten Faeces mit den absolut und relativ 
kleinsten S/N-Zahlen, d. h. die N-Ausnutzung war verglichen mit der des 
S geringer. Also auch hier wieder Anhaltspunkte dafiir, daB ein im Ver- 
gleich zum S relativ gréBerer N-Mangel sich bei der Entstehung des Er- 
nahrungsschadens bei der Méhrengrundkost ung‘instiger auswirkt als S-, 
d. h. Cystinmangel. 

Worauf die Unterschiede in der absoluten GréBe der Faeces-S/N-Zahl 
der Tiere von Wurf I und II einerseits und Wurf III andererseits beruhen, 
ist unklar. Méglicherweise spielen Altersunterschiede eine Rolle. Die im 
Vergleich zum Schwefel relativ ungiinstigere N-Ausnutzung bei den 
Tieren des jiingsten Wurfes III kénnte Ausdruck eines an die Nahrung 
noch unvollkommen angepaBten Fermentapparates sein. Eine Ferment- 
anpassung an die Nahrung in Abhangigkeit von der Zeitdauer der Ver- 
abreichung liegt méglicherweise dem Verhalten der S/N-Zahl der Faeces 
bei verschiedenem Keratosegehalt der Kost zugrunde. Nachdem Keratose- 
zulage zur Grundkost die S/N-Zahl in den Faeces als Ausdruck mangel- 
hafter Ausnutzung deutlich ansteigen lieB, hatte man erwarten kénnen, dais 
bei weiterer Vermehrung des Keratosegehaltes der Grundkost parallel 
mit dem Anstieg ihrer S/N-Zahl auch die Faeces-S/N-Zahl anstieg. Diese 
stieg jedoch nicht an, sondern fiel durchweg ab. S-haltige organische Pro- 
dukte miissen also in gréBerem oder N-haltige in geringerem Umfang auf- 
genommen sein, als es bei der ersten Faecesanalyse, die 14 Tage vor der 
zweiten lag, der Fall war. Weitere Versuche zu dieser Frage sind not- 
wendig, auch in methodischer Hinsicht, um S- oder N-Verluste bei der 
Faeces-Trocknung mit Sicherheit zu vermeiden. 


Zusammenfassung. 

Es wurde eine Keratose aus Menschenhaar dargestellt. Im Gegensatz zum 
Ausgangsmaterial, in dem sich 93% des Gesamt-S als Cystin-S nachweisen 
lieBen, betrug in der Keratose der Cystin-S nur 40% des Gesamt-S. Trypto- 
phan und Tyrosin waren, wie durch den deutlichen Ausfall der entsprechen- 
den qualitativen Proben gezeigt werden konnte, in der Keratose enthalten. 
Die Pikrinsiureprobe auf Diketopiperazinstrukturen war stark positiv. 

In In-vitro-Versuchen erwies sich die Keratose durch Pepsin wie auch 
durch Pankreatin deutlich aufspaltbar. In schwacheren Konzentrationen 
war die Hydrolyse der Keratose durch Pepsin erheblich starker. 
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Fiitterungsversuche an Ratten zeigten, daB die Keratose trotz giinstig. 
fermentativer AufschlieBbarkeit bei den In-vitro-Versuchen von den Tier: 
schlecht ausgenutzt wurde. Die Ratten, die eine EiweiBmangelkost unt: 
Zulage von Keratose erhielten, iiberlebten zwar durchschnittlich langer a/, 
die Kontrolltiere, die keine Keratose erhielten. Im Endausgang und im 
ganzen Verlauf des Fiitterungsversuches war kein Unterschied festste!| 
bar. Die als spezifische Cystinmangelerscheinung beschriebenen, schwersten 
Leberveranderungen im Sinne von Nekrobiose und Hamorrhagie im Leber 
parenchym wurden bei verschiedenen Kontrolltieren ohne Keratosefiitt 
rung beobachtet, nicht bei Tieren, die dieses Produkt erhielten. 

Die S/N-Zahlen der Faeces von Tieren ohne und mit Keratosezulage bei 
gleicher Grundkost wurden bestimmt und in Beziehung gesetzt zu den 
S/N-Zahlen der Nahrung. Es ergibt sich auch hier, daB die Keratos 
schlecht ausnutzbar ist. Der Grund wird in den in der Keratose noch zah! 
reich vorhandenen fermentresistenten Diketopiperazinstrukturen gesehen. 
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Die Cystein-Cystin- Bestimmung 
mit Phosphor-18-Wolframsaure im lichtelektrischen 
Kolorimeter nach Havemann.* 


Von 
Horst Hanson. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Halle a.d.S.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


( Eingegangen am 22. Februar 1947) 


Die Bestimmung der Aminosauren in EiweiBkérpern erfolgt meist nach 
vorangehender Hydrolyse. Deren Bedingungen beeinflussen das Ergebnis 
stark, weil es von ihnen abhangt, welche Aminosiéuren und wieviel von 
ihnen durch die Hydrolyse verandert oder zerstért werden und dadurch der 
Erfassung sowohl bei Benutzung der alten klassischen, praparativen Iso- 
lierungsverfahren, wie auch bei Verwendung neuer mikrochemischer Be- 
stimmungsmethoden entgehen. Bei letzteren steht dem Vorteil des sehr 
geringen Ausgangsmaterials der Nachteil gegeniiber, da®B das zur Be- 
stimmung einer Aminosaure in Anwendung kommende mikrochemische 
Verfahren in der Regel nicht fiir eine bestimmte Aminosaure absolut 
spezifisch ist, sondern daB auch Atome oder Atomgruppen anderer Amino- 
siuren und anderer chemischer K6érper die gleiche Reaktion geben. Es ist 
also wichtig, die Reaktion oder die Reaktionsbedingungen so spezifisch 
wie moglich fiir die in Frage kommende Aminosaure zu gestalten, um in 
den bei biologischen Untersuchungen meist vorliegenden Gemischen von 
Aminosauren untereinander oder auch mit anderen Substanzen die interes 
sierende Aminosiaure allein bestimmen zu kénnen.Es ist deshalb verstand- 
lich, daB iiber die Brauchbarkeit eines Mikroverfahrens zur Bestimmung 
einer Aminosaure nicht die mit der reinen Aminosaurelésung erzielten Er- 
gebnisse entscheiden, wenngleich die mit dieser gewonnenen guten Resultate 
Ausgangspunkt ‘und Voraussetzung fiir die quantitative Bestimmung von 
Aminosiuren in EiweiBhydrolysaten oder sonstigem, diese Sauren ent- 
haltenden biologischen Material bilden miissen. 

Eine Aminosaure, fiir die das Problem der spezifischen mikrochemischen 
Bestimmbarkeit schon immer wegen der auch heute noch nicht endgiiltig 
geklarten Bedeutung fiir den Ablauf vieler Kérperfunktionen aktuell war, 


* Herrn Geheimrat Prof. Dr. Emit AppERHALDEN, meinem verehrten Lehrer, 
zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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ist das Cystein-Cystin. Die kolorimetrische Bestimmung mit Phosphor-:+ 
Wolframsaéure (PWS) nach Fotin-Marenzi [5, 6] wird wegen ihr: 
schnellen und miihelosen Durchfiihrbarkeit besonders haufig angewende'. 
Aber gerade dieses Verfahren, das mit reinen Cystein-Cystinlésungen 5: 
ausgezeichnete Resultate liefert, versagt haufig, wenn es sich darum han 
delt, Cystein-Cystin in biologischen Gemischen zu bestimmen. Die U: 

sache liegt in der Reaktionsfaihigkeit der PWS mit vielen anderen bioch: 

mischen Substanzen. SHINOHARA und Mitarbeiter [1] und ScHOBERL und 
Mitarbeiter [2, 3, 4] haben nun durch Abanderung und Erganzung de: 
urspriinglichen Arbeitsvorschriften von FoLin und MarENz1 Bedingungen 
herausgefunden, die eine spezifische Bestimmungsméglichkeit des C\ 

stein-Cystins gestatten sollen. Uns kam es im Rahmen bestimmter Unter 
suchungen tiber den Schwefelstoffwechsel darauf an, festzustellen, wic 
weitgehend bei Verwendung dieser abgeanderten Methoden die Spezifitii: 
der Cystinbestimmung ist. 

Wir benutzten fiir unsere Untersuchungen neben dem visuellen Kolorimeter 
(Stufenphotometer) in der Hauptsache das lichtelektrische Kolorimeter, das von 
HAVEMANN [7] entwickelt und beschrieben wurde (vgl. method. Teil, II). Beziig- 
lich der verschiedenen Arten von lichtelektrischen Kolorimetern und ihrer Vor- 
zige und Nachteile sei auf HAvemMANNs Verdffentlichungen und auf eine dies- 
beziigliche Monographie von LANGE [8] verwiesen. Das Havemannsche Kolori- 
meter ist ein vollkommen kompensierter Apparat, d. h. die Messung erfolgt, die 
Konstanz der Lichtquelle wahrend der Messung vorausgesetzt, immer mit einer 
Lichtintensitat, die der Nullpunkt-Einstellung der beiden Photozellen ent- 
spricht. Durch Heranfiihrung oder Entfernung der MefSphotozelle bei fest- 
stehender Vergleichsphotozelle wird derjenige Punkt aufgesucht, in der die 
Photostréme beider Sperrschichtzellen gleich stark sind, also am Galvanometer 
kein Ausschlag eintritt. Die MeBfehler, die durch die Inkonstanz der Lichtquelle 
und die dadurch bedingte Anderung der spektralen Energieverteilung im aus- 
gesendeten Licht verursacht werden kénnen, sind bei Beriicksichtigung beson- 
derer von HAVEMANN angegebener Vorsichtsmafnahmen zu vermeiden. Wi: 
kamen trotz allem anfanglich bei Verwendung von polychromatischem, ausge- 
filterten Licht einer 100-W-Gliihbirne nicht zum Ziel, weil der uns zur Verfiigung 
‘stehende Gleichstrom so kurzzeitige, starke Schwankungen aufwies und uns ein 
Stabilisator nicht zur Verfiigung stand, daB das Galvanometer praktisch nicht 
zur Ruhe kam. Erst als wir zum monochromatischen Licht der Quecksilberlampe 
bei 5770 und 5790 AE iibergingen, erreichten wir eine Konstanz des Nullpunktes 
Nur extreme Spannungsschwankungen im Netz fiihrten noch zu einer Unruhe 
des Galvanometers, die aber nach kurzem Warten immer voriiberging. 

Bei unseren Untersuchungen an reinen Cystein-Cystinlésungen mit dem 
ZeiB’schen Stufenphotometer konnten wir bei Anwendung der Bedingungen von 
ScHOBERL und RAMBACHER [3] ihre Befunde im wesentlichen bestatigen. Auf die 
Wiedergabe unserer Extinktionskurve verzichten wir, da bei dem hier wieder- 
zugebendem MaBstab die geringfiigigen, die normale Schwankungsbreite nicht 
iiberschreitenden Abweichungen der Werte voneinander im Kurvenbild nicht 
zum Ausdruck kommen. Im methodischen Teil (V) sind in Tabelle 1 die Extink- 
tionskoeffizienten (Ek) von ScHéOBpeRL und RAMBACHER und die unsrigen zu- 
sammengestellt. Ein wesentlicher Unterschied ergibt sich lediglich in der GréBe 
des sog. Sulfitblindwertes. Sulfit mu8 ja bei der Cystinbestimmung zugesetzt 
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werden, um das Cystin zu Cystein zu reduzieren und damit die Oxydoreduktion 
zwischen den SH-Gruppen und der PWS zu erméglichen. ScHOBERL und Ram- 
pACHER Stellten nun in den Leerbestimmungen, die neben Azetatpuffer Sulfit 
und PWS, jedoch kein Cystein oder Cystin enthielten, relativ hohe Ek fest. Von 
den Autoren wurden jedoch nicht diese von den Cystin-Ek abgezogen, sondern 
die Leerwerte aus Ansatzen mit lediglich Azetatpuffer und PWS. Dieses der 
photometrischen Praxis an sich entgegenstehende Vorgehen .wird damit be- 
griindet, daB das Sulfit nur bei Abwesenheit von Cystein-Cystin oder bei Vor- 
handensein sehr geringer Mengen dieser Aminosauren (unter 0,4 + 10-* molar) 
reduzierend auf die PWS unter Blaufarbung einwirkt, und daB hdhere Kon- 
zentrationen von Cystein-Cystin eine Reaktion von Sulfit auf die Phosphorwolf- 
ramsaure nicht mehr eintreten lassen. Die von ScHOBERL und RAMBACHER mit- 
geteilten Belege sprechen fiir die Richtigkeit dieser Deutung. In unseren Unter- 
suchungen besaB diese Frage keine so groBe Bedeutung. Unsere Sulfitblindwerte 
erwiesen sich als viel geringer und den Blindwert ohne Sulfit nur wenig iiber- 
steigend (Ek mit Sulfit 0,046-0,054 gegeniiber Ek ohne Sulfit 0,01, bei ScHOBERL 
und RAMBACHER Ek mit Sulfit 0,148-0,162 gegeniiber 0,021-0,044, vgl. Tabelle 1). 
Die Ursache fiir dieses verschiedene Verhalten ist sicherlich nicht im Sulfit zu 
suchen — in beiden Fallen wurde Sulfit pro analysi Merck verwendet -, sondern 
wahrscheinlich in Unterschieden im benutzten Natriumwolframat. Mehrere von 
uns gepriifte p. a. Praparate dieses Salzes verschiedener Herstellerfirmen er- 
wiesen sich in ihrer Verwendungsméglichkeit zur Herstellung von PWS als sehr 
unterschiedlich. Wahrend es bei einem Praparat trotz 74%igen Verlustes nicht 
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gelang, das erforderliche, mit Sicherheit molybdanfreie Produkt zu erhalten, 
gliickte dies bei einem anderen relativ leicht bei nur 30% Verlust. Es scheinen 
also in der Qualitat der Praparate trotz Deklarierung als p. a.-Produkte recht er- 
hebliche Unterschiede in der Zusammensetzung zu bestehen, die eine so empfind- 
liche Farbreaktion, wie die Blaufarbung bei PWS-Reduktion nachteilig beein- 
flussen kénnen. 

Die Messungen mit dem lichtelektrischen Kolorimeter unter den von uns ge- 
wahlten Bedingungen (vgl. dazu den methodischen Teil II) konnten an Cystin- 
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Cysteinlésungen mit guter Genauigkeit und Reproduzierbarkeit durchgefiih:: 
werden (vgl. dazu obige Eichkurven und die Zusammenstellung in Tabelle 2 
und 2b). Die Verdoppelung der Extinktionswerte der Cysteinlésungen bei Sulfit- 
zusatz und die doppelt so groBen Extinktionen von Cystinlésungen mit Sulfit- 
zusatz gegeniiber gleich molar-konzentrierten Cysteinlésungen ohne Sulfit er- 
gaben sich genau so wie bei den Stupho- Messungen. Auch der von uns im Stupho 
im Gegensatz zu ScHOBERL und RAMBACHER niedrig gefundene Sulfit-Blindwert 
blieb von derselben geringen GréBenordnung. Das LAmBert-Beersche Geset: 
erwies sich auch bei den lichtelektrischen Messungen als praktisch giiltig. Ge- 
ringfiigige Abweichungen waren jedoch bei der MeBgenauigkeit, die das licht- 
elektrische Kolorimeter erlaubt, nicht zu verkennen. Sie konnten nicht, da sie 
sich in allen Uberpriifungen in derselben Richtung wiederholten, als im Bereich 
normaler Schwankungsbreite liegend angesehen werden. Es wurde festgestellt, 
daB die Ek mit steigender Cystinkonzentration bei gleichbleibendem Sulfitzusatz 
nicht linear proportional ansteigen, sondern etwas geringer (vgl. Tabelle 2a, 
z. B. lfd. Nr. 13, 16, 19, 20, 23, 26, 31, 35, 40, 42, 47). Die Annahme, daB in 
diesem Befund ein bei geringer Konzentration starker in Erscheinung tretender 
Sulfitblindwert zum Ausdruck kommt, lie sich nicht bestatigen. Denn bei 
gleichbleibender Konzentration ven Cystin und Sulfit, also bei fiir diese Zu- 
sammensetzung als konstant anzusehendem Sulfitblindwert, wurde bei verander- 
licher Schichtdicke das gleiche Verhalten des Ek gefunden (vgl. Tabelle 2a, 
z. B. lfd. Nr. 16, 19, 20, 23, 26, 31, 35). AuBerdem wurde dasselbe auch bei Ver- 
messung von Cysteinlésungen ohne Sulfitzusatz beobachtet (vgl. Tabelle 2a, 
lfd. Nr. 5-11), der relativ geringe Anstieg des Ek bei zunehmender Cystein- 
konzentration trat allerdings dabei nur bei der Schichtdicke d = 1,0 cm in Er- 
scheinung, Demnach ist wohl der Schlu8 gerechtfertigt, daB diese geringfiigige 
Abweichung vom LamBert-BeeErschen Gesetz nicht in chemischen Nebenreak- 
tionen der im Gemisch vorhandenen Substanzen ihre Ursache hat, sondern in 
geringen, physikalisch bedingten Unterschieden bei der Lichtabsorption oder im 
Photozellensystem, Wir sind dieser Frage nicht weiter nachgegangen, weil sic 
der geringgradigen Abweichung wegen fiir praktische Konzentrationsbestimmun- 
gen keine Bedeutung besitzt, besonders dann nicht, wenn, wie wir es taten, mit 
Eichkurven gearbeitet wird. 

Auf Grund der Verdoppelung der Farbwerte, die bei Cysteinbestimmungen 
nach Sulfitzusatz auftreten, lassen sich Cystein und Cystin gut nebeneinander 
bestimmen (vgl. method. Teil 7 und Tabelle 3). Es miissen mit der Cystein- 
, Cystinlésung zwei Ansatze, einer mit, der andere ohne Sulfit photometriert wer- 
den. Der Farbwert des Ansatzes ohne Sulfit gibt die Cystein-, der mit Sulfit die 
Cystein-Cystinkonzentration an. Aus der Differenz beider errechnet sich de: 
Cystingehalt, 

Eine Frage von gréBerer praktischer Bedeutung als die Cystein-Cystin- 
Bestimmung in reinen Lésungen ist die Bestimmbarkeit in Gemischen mit 
anderen biologischen Substanzen, einmal solchen, die Cystein als Bau- 
stein enthalten (Glutathion), dann jenen, die mit oder ohne Sulfiteinwirkung 
ein Reduktionsaquivalent aufweisen, das bei Gegenwart von PWS zur Blau- 
farbung fiihrt. SHtnoHara und Panis [9] und ScuOsert und Krumey [4| 
beschaftigten sich mit der Ermittlungsméglichkeit von Cystein-Cystin bei 
Anwesenheit von Glutathion und anderen Substanzen. Uns interessierte 
die Frage, wieweit die Bedingungen von ScH6BERL und Mitarbeitern, so 
wie SHINOHARA und Mitarbeitern Giiltigkeit besitzen, wenn neben Cystin 
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Zusammenbringen dieser Substanzen mit PWS entstehende Blaufarbung 
weitere, z. B. bei der Hydrolyse eines Eiwei®k6érpers anfallende N-haltige, 
S-freie Produkte anwesend sind. Nach SHINoHARA reagieren Ascorbin- 
siure, Brenztraubensdure, Kreatinin mit PWS unter Blaufarbung, Sulfit- 
zusatz bedingt meist eine gréBere Farbintensitat. Eine Differenzierbarkeit 
zwischen diesen Substanzen und Cystin besteht nach SHinowara dadurch, 
daB Zusatz von Sublimat die Reaktionsfahigkeit zwischen Cystin und PWS 
yollig unterdriickt, wahrend fiir Brenztraubenséure, Kreatinin usw. mit 
und ohne Quecksilber-(I1)-chlorid-Zusatz gleiche Farbintensitat angegeben 
wird. Trafe diese Unterscheidungsméglichkeit auch bei Anwesenheit weiterer 
N-haltiger Substanzen, z. B. Aminosauren oder bestimmten Atomgruppen 
von diesen zu, so waren wir berechtigt, die Cystinbestimmungen unter den 
von SCHOBERL und SHINOHARA ausgearbeiteten Bedingungen als weit- 
gehend spezifisch anzusehen. Das ist nun leider nicht der Fall. 

Es wurden unter denselben Bedingungen, wie sie fiir die Cystinbestim- 
mung angewendet wurden, Aminosauren oder in ihnen als Atomgruppen 
enthaltene Verbindungen auf ihr Vermégen, mit PWS unter Blaufarbung 
zu reagieren, gepriift. Die angewendeten Substanzen, ihre Konzentration 
und die Extinktionswerte sind im methodischen Teil VIII und Tab. 4 zu- 
sammengestellt. Ohne Sulfitzusatz, also unter den Bedingungen der 
Cysteinbestimmung, konnten geringe Blauwerte lediglich fiir Indol, Dioxy- 
phenylalanin (Dopa) und Kreatinin festgestellt werden. Mit Sulfit reagier- 
ten weit mehr der untersuchten Substanzen, die meisten erheblich schwiacher 
als Cystin, nur Dopa zeigte Blauwerte, die den Cystinwerten nahekamen. 
Uber diese ausgesprochen starke Reaktionsfaihigkeit zwischen Dopa und 
PWS unter Sulfitzusatz konnten im Schrifttum keine Angaben gefunden 
werden. Deutliche, wenn auch im Vergleich zu Cystin geringe Blaufarbung 
lieferten Tryptophan, Indol und Kreatinin. Die Befunde von SutnoHaRa 
{10], wonach Kreatinin mit PWS bei Gegenwart von Sulfit gréBere Farb- 
intensitat entwickelt als ohne Sulfit, fanden wir bestatigt. Sehr geringe 
Blauwerte ergaben Phenylalanin, Methionin, Tyrosin und Kreatin. Keine 
Farbung erzeugten Alanin, Histidin, Arginin, Prolin. Eine genaue Cystin- 
bestimmung ist auf Grund dieser Untersuchungen nur dann médglich, 
wenn es sich um reine Cystinlésungen handelt, oder wenn der Prozentsatz 
der enthaltenen mit PWS ebenfalls unter Blaufarbung reagierenden Sub- 
stanzen sehr niedrig oder der Grad der Blaufarbung ein nur geringer ist. 
Stark stérend wiirde sich auswirken Dopa und wahrscheinlich andere 
o-Dioxybenzolderivate. Nach SHINOHARA reagiert nun Cystin schnell mit 
Quecksilber-II-chlorid unter Bildung eines Quecksilbermerkaptids, wel- 
ches eine Reaktion zwischen PWS und Cystein und damit eine Blaufarbung 
unméglich macht. Es trifft dies zu. Fiir die Ermittlung des Cystingehaltes 
im Gemisch mit anderen, mit PWS ebenfalls reagierenden Substanzen 
kommt dieser Reaktion jedoch nur dann eine Bedeutung zu, wenn die beim 
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mit und ohne HgCl,-Zusatz praktisch von gleicher Farbintensitat ist. \\ jr 
stellten jedoch fest, daB dies fiir Kreatinin und fiir die meisten der von iin, 
untersuchten Substanzen nicht zutrifft. Der HgCl,-Zusatz drangt die Blau- 
farbung mehr oder weniger stark, aber eigentlich iiberall deutlich festst« || 
bar zuriick (vgl. Tab. 4). Die Méglichkeit, daB dieser Befund durch in 
unseren Praparaten als Verunreinigung enthaltenes Cystin bedingt sein 
kénnte, ist durch Schwefelbestimmungen ausgeschlossen worden. Die Prii- 
parate enthielten keinen Schwefel. 

Man ist sicherlich nur dann berechtigt, von einer genauen Cystin 
bestimmung mittels PWS zu sprechen, wenn durch HgCl,-Zusatz véllige 
oder fast vollstandige Zuriickdrangung eines ohne HgCl, méglichst hohen 
Farbwertes, d. h. iiber 300 T.T. erzielt werden kann. Aus einer Differenz 
bestimmung der Farbwerte ohne und mit HgCl,, in der die Farbwerte mit 
HgCl, noch relativ hoch sind, also etwa iiber 10 T.T., kénnen nur Annihe 
rungswerte des wahren Cystingehaltes mit groBer Schwankungsbreite er 
wartet werden (vgl. method. Teil IX und Tab. 5). Einmal deshalb, weil, wic 
oben ausgefiihrt, HgCl,-Zusatz die Blauwerte fast aller Substanzen mehr 
oder minder stark zuriickdrangt, dann aber auch, weil bei einem Gemisch 
von mit PWS zur Blaufarbung fiihrenden Substanzen die Gesamtextink 
tion des Gemisches nicht gleich der Summe der Einzelextinktionen der 
Komponenten ist. Die Gesamtextinktion eines Gemisches von Tryptophan. 
Indol, Kreatin, Tyrosin, Dopa und Cystin blieb deutlich hinter der Summ« 
der Einzelextinktionen zuriick (vgl. Tab. 5). Unterschiede zwischen den 
erwarteten und gemessenen Werten, die bei Benutzung subjektiver photo. 
metrischer Methodik noch als im Bereich normaler Schwankungsbreite 
liegend angesehen werden kénnen, sind bei der MeBgenauigkeit, die mit 
dem Photozellenkolorimeter zu erzielen ist, deutlich und sind in dem 
quantitativ verschiedenen Reaktionsablauf der Substanzen mit der PWS 
begriindet, je nachdem, ob nur die einzelne Substanz oder ein Gemisch 
aus diesen vorliegt. 

Auch bei Anwendung der SHinowaraschen Modifikation der Fotiy- 
MARENZI-Methode ist also hinsichtlich der Bestimmung des Cystin- 
gehaltes in Substanzen unbekannter Zusammensetzung groBe Vorsicht 
notwendig. Wenn das alte klassische Verfahren der praparativen Isolierung 
der zu bestimmenden Substanz oder eines charakteristischen Derivates 
nicht gangbar ist, so scheint es uns fiir die Cystinbestimmung ratsam, 
neben der schon erwahnten Herabsetzung der Farbwerte nach Zusatz von 
Quecksilberchlorid auch die Héhe der Extinktion in Abhangigkeit von 
der Einwirkungszeit der PWS und von der Konzentration sowohl von Sulfit 
wie auch HgCl, zu beriicksichtigen. Der maximale’ Farbwert ist bei reinen 
Cystinlésungen nach 30 Min. erreicht. Die Angabe von SuHrnowara, dal’ 
dies bei Kreatinin nicht der Fall ist, fanden wir bestatigt, die Messungen 
1 Std. nach Zusatz der PWS ergaben deutlich héhere Extinktionen al. 
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die 30 Min,-Messungen. Tab. 6, method. Teil X veranschaulicht, daB die 
durch Cystin erzielten Blauwerte auch nach 15 Std. nicht ansteigen, daB die 
beiden anderen in dieser Hinsicht iiberpriiften Substanzen (Dopa und Tryp- 
tophan) allein und auch im Gemisch mit Cystin eine deutliche Zunahme 
erkennen lieBen. Eine Ausnahme bildet das Gemisch Tryptophan-Cy- 
stin, das keine Zunahme aufwies, diese war jedoch bei Zusatz von HgCl, 
ebenfalls vorhanden. Es ist weiter aus Tab. 6 ersichtlich, daB man, wenn 
man tiberhaupt eine Cystinbestimmung durch Differenzbestimmung mit-und 
ohne HgCl,-Zusatz durchfiihren will, dies unbedingt nach 30 Min. tun 
soll. Denn die 15 Std.-Werte liefern, trotz Gleichbleibens der Cystin- 
extinktion, infolge des proportional stairkeren Anstieges der Farbwerte 
der anderen Substanzen nach HgCl,-Zusatz als der ohne HgCl, noch 
groBere Abweichungen von den theoretischen Cystinwerten. Das Verhalten 
der Extinktion in Abhangigkeit von der Sulfitkonzentration kann ebenfalls 
mit herangezogen werden (vgl. method. Teil XI, Tab. 7). Eine Erhéhung 
der Sulfitkonzentration auf das Doppelte fiihrt bei Cystin nicht zu héheren 
Extinktionswerten, wahrend dies bei Tryptophan der Fall ist. Wenn héhere 
Sulfitkonzentrationen keine Anderung der Extinktion bedingen, ist ein 
Grund mehr vorhanden, den erhaltenen Blauwert auf Cystin zu beziehen. 

Hinsichtlich der Beziehungen zwischen HgCl,-Konzentration und Blau- 
farbung hat sich in unseren Versuchen ergeben, daB bei einem Sinken der 
Blauwerte bei steigender HgCl,-Konzentration neben dem Cystin weitere 
mit PWS unter Blaufarbung reagierende Substanzen in einer Menge vor- 
handen sind, die die Genauigkeit der Cystinbestimmung stark herabsetzen. 
Nur dann, wenn 1,5 ccm 0,1 m HgCl,-Lésung auf 25 ccm Gesamtvolumen 
in der Lage sind, die Blaufarbung bei hohem Anfangswert ganz oder nahezu 
vollstandig zum Verschwinden zu bringen, halten wir uns fiir berechtigt 
Cystin als Urasche der Farbung anzunehmen. Werden die Blauwerte 
durch HgCl,-Zusatz nur unerheblich oder erst durch Erhéhung der HgCl,- 
Konzentration starker gesenkt, so kann selbstverstandlich ebenfalls Cy- 
stin vorliegen. Die Differenz des maximalen Blauwertes ohne HgCl, und 
des durch steigenden HgCl,-Zusatzes erzielbaren Minimalwertes auf Cystin 
zu beziehen, halten wir fiir nicht zulassig, weil HgCl,-Zusatz die Blau- 
firbung auch bei einer Reihe anderer Substanzen erheblich zuriickdrangt. 
Wenn es also mit steigender HgCl,-Konzentration zu einem stetigen Fallen 
der Blaufarbung kommt, so wird die Ursache darin liegen, daB die Ver- 
bindung der Substanzen mit HgCl, erstere der Reaktion mit Sulfit und 
PWS entzieht, daB jedoch das HgCl, fiir vollstandige Zuriickdrangung der 
Farbwerte nicht ausreicht. Handelt es sich um ein Gemisch unbekannter 
Substanzen, so besteht keine Berechtigung, eine durch HgCl,-Zusatz er- 
zielte Extinktionsherabsetzung auf Cystin zu beziehen, da von einem sol- 
chen Gemisch nicht ausgesagt werden kann, ob nicht eine andere Sub- 
stanz auf Grund gréBerer Affinitat das HgCl, besetzt hat. 
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Methodischer Teil. 
I. Verwendete Priéparate- 


1. /-Cystin: Kaufliches 1-Cystin wurde durch mehrmaliges Umkristallisieren 
aus Ammoniak-Essigsaure gereinigt. 


Analyse N: gef. 11,75 % (Einwaage: 54,21 mg; 4,55 cm® ~. NH,); ber. 11,65°, 


(Halbmikrokjeldahl nach ABDERHALDEN-Fopor). 

Analyse S: gef. 26,61 % (Einwaage: 44,51 mg; 86,25 mg BaSQ,); ber. 26,67°, 
(Hatbmikro nach Carius). 

2. Cysteinhydrochlorid: Zur Reinigung wurden 8 g 1-Cysteinhydrochlorid 
nach vorangehendem Verreiben mit Aceton nach WARBURG [11] in 10 ccm pn- 
Salzsaure unter maBigem Erwarmen geloést, filtriert, Kélbchen und Filter mit 
10ccm 20% iger Salzsiure (dargestellt aus Salzsiure p.a. Merck) nachgewa- 
schen. Die vereinigten Filtrate wurden bei 40° Badtemperatur im Kohlendioxyd- 
strom im Vakuum auf etwa 2/,; des Ausgangsvolumens eingeengt und 20 Std. im 
Eisschrank stehen gelassen. Die ausgeschiedenen Kristalle wurden abgesaugt, 
mit kalter 20% iger Salzsaure nachgewaschen und im Vakuumexsikkator iiber 
Calciumchlorid und Natriumhydroxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Erste Kristallfraktion 3,05 g (38,2% d. Th.). 


Analyse N: gef. 8,99% (Einwaage: 60,14 mg; 3,86 cm® = NHs), ber. 8,88°,. 


Analyse S: gef. 20,31%, (Einwaage: 49,43 mg, 73,12mg BaSO,), ber. 20,34°,. 
20,53 % (Einwaage: 46,44 mg, 69,45 mg BaSQ,). 
Die von ScHOBERL u. RAMBACHER [3] festgestellte Kristallisation des Cystein- 
hydrochlorids mit 1 Mol. Kristallwasser konnte nicht festgestellt werden. 


IT. Verwendete photometrische Apparaturen. 

1. Zur visuellen Farbmessung wurde das Stufenphotometer von ZEIss be- 
nutzt. Es wurde nach der Substitutionsmethode gearbeitet. Filter S 72. 

2. Fiir die /ichtelektrischen Messungen diente das Photozellenkolorimeter nach 
HAVEMANN [7]. Unter Benutzung von Gleichstrom 220 Volt, wurde zunichst 
bei polychromatischem Licht mit einer 100-W-Gliihbirne gearbeitet. Kurzzeitige 
Spannungsschwankungen traten dabei sehr stérend in Erscheinung, so da eine 
Ruhelage des Galvanometers nicht zu erzielen war. Es wurde deshalb im weiteren 
Verlauf der Untersuchung nur mit monochromatischem Licht der Quecksilber- 
lampe bei 5790,7 AE und 5769,9 AE gemessen. Die Ausfilterung der anderen 
Quecksilberlinien erfolgte durch Einsatz der entsprechenden, dem Kolorimeter 
beigegebenen Filter (vgl. dazu die Gebrauchsanweisung zum WK-Photozellen- 
kolorimeter). Mit den Messungen wurde erst begonnen, wenn nach langerem 
Brennen der Lampe (15-20 Min.) eine konstante Nullpunktslage vorhanden war. 
Die Stromstarke der Lampe wurde in eingebranntem Zustand auf 0,5 Amp. 
eingestellt, wozu die Vorschaltung von ca. 340 Ohm erforderlich war. 


IIT. Verwendete Reagentien. 

1. Die Phosphor-(18)-Wolframsaurelésung wurde nach den Angaben von — 
Fusita und Epinara [12] hergesteilt, nachdem nach dem Verfahren von O. Fo- 
Lin [13] molybdanfreies Natriumwolframat dargestellt war. Die zur Verfiigung 
stehenden Natriumwolframatpraparate hatten zwar p.a. Charakter, erwiesen 
sich aber nicht als molybdanfrei, gepriift mit dem Kaliumxanthogenat-Test zur 
Feststellung kleiner Molybdanmengen in Wolframsaure nach O. Foun und 
TRIMBLE [14]. 
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2. 20- bzw. 40°, ige Natriumsulfitlésung aus Natriumsulfit p. 2. Merck. Die 
|.6sung wurde stets frisch bereitet. 

3. Quecksilber-2-chloridlésung: 0,1 mol. wasserige Lésung von HgCl,’ p. a. 

4.2m Acetatpuffer py = 5,2 durch Mischen von 3 Mol. 2 m Natriumacetat- 
losung und 1 Vol, 2 m Essigsaure. 


IV. Zusammensetzung der vermessenen Lésungen. 

1. Blindwert ohne Sulfit: 6,5 ccm Azetatpuffer + 2 ccm PWS-Reagenz, Ge- 
misch 30 Min. bei 20° im Thermostaten, mit Wasser auf 25,0 ccm aufgefiillt. 

2. Blindwert mit Sulfit: 6,5 ccm Acetatpuffer + 1,0ccm Sulfitlésung; Ge- 
misch 10 Min. bei 20°, Hinzufiigung von 2ccm PWS-Reagenz, Gemisch 30 Min. 
bei 20°; mit Wasser auf 25,0 ccm aufgefiillt. 

3. Blindwert mit HgCl, und Sulfit: 6,5 ccm Acetatpuffer + 1,0 ccm Sulfit- 
lésung; 5 Min. bei 20°; Hinzufiigung von 1,5 ccm 0,1 m HgCl,-Lésung; Gemisch 
15 Min. bei 20°; Hinzufiigung von 2 ccm PWS-Reagenz; Gemisch 30 Min. bei 
20°, mit Wasser auf 25,0 ccm aufgefiillt. 

4. Hauptansdtze: Zusammengesetzt aus der jeweils angegebenen Menge der 
auf ihren Cystein-Cystingehalt zu priifenden Lésung, Reagentien in der Reihen- 
folge und unter den Bedingungen, wie sie bei den entsprechenden Blindwerten 
angegeben sind, zugegeben. Die zu priifenden Substanzen wurden, wenn sie in 
festem Zustand vorlagen, in 0,2 m Schwefelsdure gelést und zu einem bestimm- 
ten Volumen aufgefiillt, yon dem dann ein aliquoter Teil zur Bestimmung be- 
nutzt wurde. 


Tabelle 1. 





Ek-Werte Ek-Werte 
Art der Lésung von Schéberl u. Rambacher bei aus eigenen Messungen bei 


d= 2,0 d= 1,0 | d=0,5 d = 2,0 | d = 1,0 | d=0,5 





l l 
Blindwert ohne Sulfit . .| 0,021 | 0,027 | 0,044 | 0,010 


Blindwert mit Sulfit . . .{ 0,148 | 0,159 0,162 | 0,046 


ohne Sulfit: 
Cystein 5X10-5m . . . .| 0,197 | 0,207 
Cystein10~4m. . . . . .| 0,407 | 0,402 
Cystein 2X10-4m . | 

Cystein 4xX10~4m . 
Cystein §x10~4m . 


mit Sulfit: 

Cystein §X10-5m . 
Cystein 10-*m. 
Cystein 2x10~4m . 
Cystein 4X 10~4m . 
Cystin 2,5 X 10-5m 
Cystin 5 x 10-m 
Cystin 10-4m 
Cystin 1,6 10~4m 
Cystin 2X 10~*m 
Cystin 2,4 xX 10-*m 
Cystin 3 x 10-4m 
Cystin 3,6 104m 
Cystin 4X 10-4m 


| 0,010 | 0,002 


| 
| 0,054.) 0,052 
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Tabelle 2a. 





Art der Lésung 


2 


d = 2,0 
TT Ek 
5 6 





| Blindwert ohne 
Sulfit Kiivet- 
tenleerwert (1) 
./Kiivettenleer- 
wert (III) 

| Blindwert mit 
Sulfit (gemessen 
gegen Kiivetten- 
leerwert 


ohne Sulfit : 
JCystein 5 x 10->m 
.|Cystein 10-4m 
.|Cystein1,6 x 10-4m 
.|Cystein 2 10-4m 
.Cystein2,4 x 10-4m 
|Cystein 3 X 10-4m 
.|Cystein3,6 x 10-4m 
.|Cystein 4X 10-4m 
Cystein 5 X 10-4m 


mit Sulfit : 
Cystin 2,5 x 1075m 
(III) . 
|Cystin § X 10-5m 
6S Be 

ACI). 

ACI). 

ae bei eae aan 
4Cystein 5X 10-5m 


.|Cystin 6 X 1075m 
CELE} e's 


.|Cystin 8 x 10-5m 
(II) . 


.|Cystin 10~4m (1) 
A(II). 

(IIT) 

AV) 6s 
.|Cystein 10-4m 


| Cystin 1,6X 10-4m 
(III) . 

EV big 

43 eer 





.| 427,3 0,0889 


+] 767,5 ,0,1895 
-| 755.9 0.1854 


-| 847,0 |0,2197 


-| 994,1 (0,2853 








310,7 |0,0918 


583,2 10,1956 

589,8 |0,1985 

573.5 09,1914 
if 


} 
| 


650,9 |0,2259 


785,2 0,2939 
| 

928,3 0,3812 

920,2 |0,3758 

904,7 |0,3655 





36 0,019 


169,60 (0,0943 
324,60 0,1928 
476 |0,3030 
566,3 /0,3768 
646,3 |0,4475 
756,6 0,5569 
854,5 0,6680 
904,6 |0,7309 


157,9 0,0874 


336,7 |0,2010) 
340,1 |0,2033 
329,4 /0,1960 
326,5 0,1934 


382,2 |0, 


| 
| 
| 
1 
| 
| 
} 
| 
| 
| 


479,1 |0,3031 
| 

0,3945 
|0,3889 
/0,3738 
|0,3925 


587,0 
580,3 
562,0 
584,7 


776,3 |0,5780 


(0,5785 
10,6065 





19 0,020 


87,3 0,094 
174 (0,194 
270,3 0,314 
329) = O39! 
383 0,4672 
463,5 0,5806 
536 0,7026 
578,1 0,7740 
676,6 '0,9524 


93,4 0,1008 
« 

187,1 |0,2096 
181,7 |0,2030 
180,9 |0,2024 
178,1 |0,1990 
167,3 |0,1884 


210,5.|0,2388 


267,06 |0,3092 


344,2 |0,4134 
334,4 |9,3990 
328,6 |0,3912 
339,8 ,0,4004 
329,3 0,3920 


477,0 |0,6074 


479,4 0,6110 
494,8 0,6352 





094 
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lV’. Extinktionsmessungen an Cystein-Cystinlisungen mit dem Stufenphoto- 
meter. 

Zusammensetzung der Blindwertlésungen wie unter IV angegeben. Die 
Hauptansatze enthielten 0,125 bis 1,25 ccm einer 10-*m Cystein- bzw. Cystin- 
jésung, so da} bei einem Gesamtvolumen von 25 ccm die in Tabelle 1 angegebenen 
Cystein- bzw. Cystinkonzentrationen resultierten. 

Tabelle 1 enthalt die Extinktionskoeffizienten (Ek), die von ScHisperu u. 
RAMBACHER und von uns bei Vermessen der Blindwertlésungen und Cystein- 
bzw. Cystinlésungen bei der angegebenen Schichtdicke (d) erhalten wurden. Bei 
den Ek-Werten fiir Cystein und Cystin sind die Ek der Blindwerte ohne Sulfit 
abgezogen. 





d = 3,0 
TT Ek 
2 3 4 


Art der Lésung 





] 
29. |Cystin 2 X 10~4m(I) 893,9 |0,7171] 568,8 0,7580 
oo | (SPR Seales 898,7 |0,7230] 574,4 0,7674 
EEE oe 900,6 |0,7256] 573,6 0,7658 
cre.) 8 NNER Saar 884,3 |0,7049] 561,8 0,7458 
6 6 CARRS as Ara 917,5 |0,7479] 586,0 0,7882 
.|Cystein 2 X 10-4m 591,3 0,7960 


.|Cystin 2,4 X 10-4m | 

1 VERSE eee 989,8 0,8496}] 648,8 0,8996 

WieW 6 ee le 987,5 |0,8492] 645,9 0,8932 
ICV) . 


667,5 0,9348 


.|Cystin3 X 10~4m(I) | 758,4 1,1178 
72 5 TORUS aaa nates 764,0 | 1,1296 
DMPEER) °5 "ese only Ce 763,7 |1,1290 
<<  y SR paca 774,3 |1,1516 


. |Cystin 3, 6X 10-4m 
PERE ee 5 oat Ok 858,1 (1,3448 
Nee ee Se 846,8 | 1,3176 

BE 6 Pa ae al 6s 864,2 |1,3574 
. |Cystein 3,6 107? m 860,0 1,3494 


.|Cystin 4 x 10~4m 
908,3 |1,4716 
912,8 1,4834 
920,3 | 1,5032 

















VI. Extinktionsmessungen an Cystein- bzw. Cystinlisungen mit dem licht- 
elektrischen Kolorimeter. Aufstellung der Eichkurve. 

Uber Zusammensetzung der Lisungen vgl. Abs. V. 

Tabelle 2a enthalt die Trommelteilwerte (TT), die fiir die Blindwertlésungen 
baw. die Cystein- oder Cystinlésungen bei den angegebenen Schichtdicken aus 3-5 
Einzelablesurigen ermittelt wurden. Uber die Schwankungsbreite bei den Einzel- 
messungen unterrichtet in einigen Beispielen Tabelle 2b. Messungen mit gleichen 
Cystinstandardlésungen sind in der Spalte 2 durch rémische Zahlen gekenn- 
zeichnet. Die Ek-Werte wurden aus den zu den abgelesenen Trommelteilen ge- 
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hérigen, aus einer mitgelieferten Tabelle zu entnehmenden Extinktionen und (je; 
angegebenen Schichtdicke errechnet. Ein Abziehen der Blindwertextinktion «,. 
iibrigt sich bei dem angewandten lichtelektrischen Kolorimeter, da vor eine; 
Messung der leere Apparat bei dem Trommelteilwert in Nullstellung kompe: 
siert wird, der mit der Blindwertlésung und der benutzten Kiivette erhalten wird 
(Kiivettenleerwert). Als solcher dient in Analogie zu den Stuphomessungen de 
mit der Blindwertlésung ohne Sulfit erhaltene Wert. 

Die Eichkurven wurden aus den Werten fiir die Schichtdicke d = 0,5 cm aut 
gestellt. Als Grundlage dienten fiir Cystein- und Cystinlésungen mit Sulfit di: 
Werte der Lésung III aus Tabelle 2a, da von ihr die meisten MeSpunkte, dic 
zudem eine gute Mittelwertslage zeigten, vorhanden waren. 


Tabelle 2b. Betspiele tiber Schwankungsbreite zwischen den einzelnen 


A blesungen. 





Schichtdicke 


1. Ablesung 


2. Ablesung 


3. Ablesung 





3,0 cm 


2,0cm . 


1,0cm 


0,5 cm 


294,0 
75455 
157,1 
57453 

77,8 
328,9 

31,5 
91 2,5 


294,0 
75753 
157,0 
573,2 

74,8 
329,4 

30,8 
912,7 


294,2 
756,0 
156,9 
5731 

75,7 
330,1 


a 9 


a ,< 


913,0 


VII. Bestimmung von Cystein und Cystin nebeneinander im Gemisch beide? 


Substanzen. 


Die Mengen der 10~*m Standardlésungen von Cysteinhydrochlorid bzw. von 
Cystin, die bei entsprechender Verdiinnung auf 25 ccm die in Tabelle III Spalte 2 
angegebenen Konzentrationen von Cystein und Cystin ergaben, wurden in 
25 ccm MeBkélbchen, die als ReaktionsgefaBe mit der PWS bzw. dem Sulfit + 
PWS dienten, pipettiert. Zu dem Gemisch wurden unmittelbar danach die Rea- 
genzien (Acetatpuffer, Sulfit, PWS) in iiblicher Menge und Reihenfolge zuge- 
geben. Um im Gemisch Cystein und Cystin einzeln bestimmen zu kénnen, sind 
fiir jedes Gemisch 2 Ansitze erforderlich: einer mit PWS ohne Sulfit zur Be 


Tabelle 3. 





Konzentration der unter- 
suchten Cystein-Cystin- 
lésungen 


2 


gefunden 


ohne Sulfit 
TT  Cysteinkonz. 
Bo 4 


mit Sulfit 

| Cystein + Cy- 
TT | stinkonz. 

s 6 


mithin Cystin- 
konzentration 
(Differenz aus 
Spalte 6 u. 4) 


7 





0,6 x 10~4m Cystein . 
0,8 x 10~-4m Cystin 
0,8 x 10-4m Cystein . 
2,4 X 10~4m Cystin 


0,6 10~4m Cystin 


0,5 X10-4m Cystin 





1,0X10~4m Cystein . 


3,0 X10~4m Cystein . 





j 


105 0,6 104m 
143 0,81 X10~4m 
174 1,0X107-4m 


467 3,0 10-4m 





| 


441 |1,39X1074m 
801 (3,17 10-4m 
499 |1,6 X1074m 


841 3,54 10-4m 


0,79 X 10-4m 
2,36 X 10-4m 


0,6 X 1074m 





0,54X 107 m 





ind de; 
tion er- 
r einer 
om pen- 
on wird 
ren der 


Mm aut- 


lfit die 
te, die 


on 


| 


ung 


| 


beider 


r, von 
alte 2 
en in 
[fit + 
Rea- 
zZuge- 
. sind 
r Be- 


ystin- 
ition 
Z aus 
u. 4) 
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stimmung des Cysteins, einer mit Sulfit und mit PWS zur Bestimmung von Cy- 


stein + Cystin. Schichtdicke 0,5 cm. 


Tabelle 3 enthalt die Resultate einer MeBreihe. Aus den Eichkurven wurde die 
zu den ermittelten TT gehérigen Cystein- bzw. Cystinkonzentrationen entnom- 








Tabelle 4. 
Extinktion in Trommelteilen 
In 25 ccm Gesamtvolumen des Ansatzes | ~. Bemerkungen 
war enthalten: mit | mitSulfit +HgCl, 
PWS | +PWS (+ PWS 
1 2 3 4 5 
Blindwert mit Sulfit +HgCl, | 
VerwAbs. IV we, | 9,5 
Cystin 3X 107*m, 0,2. ccm . eo 663 | 8 
Cystin 3X107-’m, 1,0ccm . — ‘iiber 1000) 10 
Alanin 10-!m, 2,0 ccm — | 6,5 
Histidin 10-!m, 2,0 ccm . — | 5,5 
Tryptophan 10~"m, 0,5 ccm | 168 go 
Tryptophan 10~*m, 2,0 ccm — | 203 90 
| ' 
Indol 5 x 10-*m, 0,5 ccm 3 129 | 73 
Indol 5 x 10-2m, 2 ccm 22,5 | 183 | 122 
| | 
Prolin 10-!m, 2,0 ccm —_ | — 1 
Tyrosin 10-!'m, 2,0ccm . 5,2 | 555 5,5 jnach PWS-Zu- 


Dioxyphenylalanin 10~1m, 0,5 ccm 
Dioxyphenylalanin 10-!m, 2,0 ccm 
Dioxyphenylalanin 10-*m, 0,5 ccm * 
Dioxyphenylalanin 10-*m, 2,0 ccm 


Phenylalanin 5 x 10-*m, 0,5 ccm 
Phenylalanin 5 x 10-’m, 2,0 ccm 


Methionin 5 xX 10-’m, 0,5 ccm 
Methionin 5 X 10-?m, 2,0 ccm 


Arginin 10-1m, 0,5 ccm . 
Arginin 10-!m, 2,0 ccm . 


Kreatinin 10-!m, 0,25 ccm 
Kreatinin 10~!m, 0,50 ccm 
Kreatinin 107!m, 1,0 ccm 
Kreatinin 10-!m, 2,0 ccm 


Kreatin 10-3 m, 2,0 ccm 





73 | 987 | 889 
98 ber 1000 988 
Bt S38. ae 
51 | 836 | 758 


| 

11,0 | 12,5 
i 
| 


— | 30,0 | 2 
— | wrt 45 
wey 29 | 15 

| 
pavers 7 
= as 
: 60 | 47 
6 | 100 | 84 
16 | 151 | 135 
25 | 218 | 185 

| 

Nee Bene as 


satz Fallung, 
die abfiltriert 
wird. 


Ansatz mit PWS 
ergibt neben 
blauer auch 
griinliche Farb- 
komponente 
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men. Da erstere sich aus dem Ansatz ohne Sulfit ergaben, letztere aber infolge d 
Sulfitzusatzes die Summe von Cystein + Cystin enthalten, ergibt die Differe: 
beider Werte die Cystinkonzentration. 


VIII. Untersuchungen anderer Aminosduren und verwandter Substanzen ai} 
thr Reaktionsvermégen mit PWS. 

Die Zusammensetzung der vermessenen Lésungen erfolgte nach den Angabe: 
unter IV. Das Volumen der Ansiatze betrug immer 25ccm. Tabelle 4 enthalt di: 
MeBwerte in Trommelteilen, die mit der verschiedenen, in Spalte 1 aufgefiihrte: 
Substraten bei den angegebenen Konzentrationen erhalten wurden. Fiir jede ai 
gegebene Substratkonzentration waren 3 Ansiatze (mit PWS, mit Sulfit + PWS, 
mit Sulfit + HgCl, + PWS) notwendig. Die zugesetzte HgCl,-Lésung wa: 
0,1 molar. 

Schichtdicke 0,5 cm. 


IX. Untersuchungen tiber die Bestimmbarkeit des Cystins im Gemisch mit an 
deren Aminosduren und verwandten Substanzen. 

Es gelten die gleichen Angaben wie unter VIII. 

Ergebnisse in Tabelle 5. Neben den abgelesenen Trommelteilwerten sind dic 
dazugehorigen Extinktionen angegeben. Es wurde die Differenz aus den Werten 


Tabelle 5. 





Gef. Cystin- 
extinktion Dem Cystin- 


i halt entspr. 
In 25 ccm Gesamtvolumen HgCl, mit HgCl, nog bonne via ort 


E. E. Spalte 3 u. § 
1 3 5 6 


Extinktion 





Cystin 10-8m, 0,5 ccm . . 0,034 


Tryptophan 10~*m, Indol 
10-8m, Tyrosin 10-*m, 
Kreatin 10~%m, je 0,5ccm 


Cystin 10-m, Tryptophan 
10m, Indol 10-8m, Ty- 
‘rosin 107m, Kreatin 
1078m, je 0,5 ccm 


Tryptophan 10-?m, 1,0 ccm 
Dopa 10~2m, 0,3 ccm 
Cystin 10-*m, 0,25 ccm 


Tryptophan 10~*m, 1,0ccm 
+ Cystin 10-’m, 0,25 ccm 


Dopa 10~*m, 0,3 ccm + 
Cystin 10-?m, 0,25 ccm 


Tryptophan 10~?m, 1,0 ccm 
+ Dopa 10~*m, 0,3 ccm 
+ Cystin 10-*m, 0,25 ccm 
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ohne HgCl, und mit HgCl, gebildet; Ansitze mit gleichem Cystingehalt miiBten 
bei Annahme einer ausschlieBlichen Hg-Einwirkung auf Cystin Differenzwerte 
liefern, die mit der Extinktion einer reinen Cystinlésung gleicher Konzentration 
iibereinstimmen. (Gefundene Extinktion in Tabelle 5, Spalte 6.) Es ist dies bei 
den Gemischen nur annaherungsweise der Fall (vgl. Spalte 6 und 7). 


X. Untersuchungen tiber die Abhingigheit der Farbstérke von der Einwir- 
hungszeit der PWS. 

Uber Zusammensetzung der Ansitze s. unter VIII. Sulfit war allen Ansatzen 
zugesetzt, iiber den HgCl,-Gehalt s. Tabelle 6. Die Extinktionen der Ansitze 
wurden 30 Min. und 15 Std. nach Zusatz der PWS gemessen. Ergebnisse in 
Tabelle 6. 


Tabelle 6. 





Extinktionen 


nach 30 Minuten nach 15 Stunden 


In 25 ccm Gesamtvolumen waren 


enthalten: 


1 


ohne HgCl, 
TT E. 
B.545 2 


mit HgCl, 
TT E. 
4 5 


ohne HgCl, 
TT E 
6 7 


mit HgCl, 
TT E. 
8 | 9 





Tryptophan 10~-2m, 1 ccm 
Dopa 10-*m, 0,3 ccm 
Cystin 10-*m, 0,25 ccm 


Tryptophan 10~’m, 1 ccm + 
Cystin 10-*m, 0,25 ccm . 


Dopa 107m, 0,3 ccm + 
Cystin 10-*m, 0,25 ccm . 


Dopa 10~*m, 0,3 ccm + 
Tryptophan 10~*m, 1 ccm 
+ Cystin,10-*m, 0,25 ccm 


156 0,086 
387 | 
338 | 





| 
566 | 0,376 





70 | 0,037 
346 | 0,207 


4 | 0,002 
67 | 0,036 


351 | 0,211 





357 | 0,215 





186 | 0,104 


639 | 0,441 





123 0,067 
446 0,280 
} 


9 | 0,005 


123 0,067 


446 | 0,280 


470 | 0,298 


XI. Untersuchung tiber die Abhangigheit der Farbstirke von der Sulfitkon- 


zentration. 


Uber die Zusammensetzung der Ansitze s. unter VIII. Angewandte Sulfit- 


konzentration s. Tabelle 7. 


Tabelle 7. 





In 25 ccm Gesamtvolumen 
sind enthalten: 


Extinktion 


1 ccm 20% Na,SO,-Lésung 


TT 


1 ccm 40% Na,SO,;-Lésung 


TT 





Cystin 10-"m, 2 ccm 
Tryptophan 10-* m, 2. ccm 





272 
68 


Zusammenfassung. 


| 
! 


273 
146 


Es wird iiber die lichtelektrische Bestimmbarkeit von Cystein und Cystin in 
reinen Lésungen dieser Aminosduren und im Gemisch mit anderen Substanzen 
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mit Hilfe der von SHinoHARA und ScHOBERL modifizierten FoLIn-MARENzi- 
Methode berichtet. 

Die Untersuchungen ergaben, daB auch die modifizierte Fotin-MARENz1- 
Methode infolge der unspezifischen Reaktionsweise der PWS nicht ohne weiteres 
eine genaue Cystein-Cystin-Bestimmung in unbekannt zusammengesetzten Li- 
sungen, z. B. Hydrolysaten erlaubt. Die Bedingungen, die erfiillt sein miissen, 
um einen erhaltenen Blauwert auf Cystin beziehen zu kénnen, werden genauer 
untersucht. 
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Notiz iiber die Merkaptobrenztraubensdure. 


Von 
FERDINAND SCHNEIDER. 
(Aus de n Organ.-chem. Institut der TH Danzig.) 


( Eingegangen am 5. November 1944.) 


Das Zentralblattreferat einer Arbeit von Parrop [1] iiber die Darstellung 
der 8-Merkaptobrenztraubensaure veranlaBt mich zu einer vorzeitigen 
kurzen Mitteilung einiger Ergebnisse. 

Parrop erhielt durch Umsetzung des Ammonsalzes der 8-Chlorbrenz- 
traubensdure (I) mit NH,SH eine Substanz, der er die Konstitution des 
Ammonsalzes der 8-Merkaptobrenztraubensaure (Ila u. b) zuschrieb. 

CH, (Cl) — CO— COOH (1) 
CH,(SH) — CO— COONH, (IIa) 
CH (SH) = C(OH) — COONH, (IIb) 

Bei meinen Versuchen benutzte ich die %-Brombrenztraubensaure [2]. 
Aus ihr oder aus ihrem Ammonsalz lieB sich mit NH,SH in methylalko- 
holischer Lésung die 8-Merkaptobrenztraubensaure als schwerlésliches 
Ammonsalz in guter Ausbeute darstellen. Die so erhaltene Substanz zeigte 
die von Parrop beschriebenen Eigenschaften und wies auBerdem folgende 
charakteristische Merkmale auf: 

Fp. 180-182° unter Braunfarbung und Zersetzung nach vorherigem 
Sintern. Léslichkeit in Wasser (20°) ca. 1:15, py der gesittigten waBr. 
Lésung ~ 5,5. Tiefdunkle Verfarbung mit FeCl,; tiefkirschrote Farbung 
mit Nitroprussidnatrium in Glykokollpuffer py = 10,5 mit raschem Um- 
schlag nach braun. 

Nachweis der SH-Gruppe: Charakteristische Rotfarbung mit nasc. HNO, [3] 
nur kurze Zeit bestandig. Tiefe bestandige Blaufarbung mit Phosphorwolfram- 
saure nach Fourn in Azetatpuffer py = 5,2; Reaktion geht langsamer vor sich 
als beim Cystein, 

—CO—COO—NH,-Gruppe: mit verd. HO, CO,-Entwicklung unter Erwar- 
mung, genau wie bei der Brenztraubensaure und ihren Salzen [4]. 

—CO-Gruppe: Mit’ Phenylhydrazinhydrochlorid wird aus wabr. Losung 
schwerlésliches Phenylhydrazon (III) erhalten. Aus Methanol + Wasser um- 
kristallisiert -- schéne lanzett- bzw. blattahnliche gelbe Kristalle. Fp. 124-125° 
unter Braunfarbung und Zersetzung nach vorherigem Sintern. 


[1] C 1944 1, 1073; Parrop, J.: C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 215, 46/1942). 
[2] Warp, J.: Soc. 123, 2209 (1924). 

[3] RemnnotpT, H.: Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 184 (1927) 

[4] PaLLapin, J.. GRomow und MonrteverDE: diese Zeitschr. 62, 154. 
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CH, (SH) —C=(N—NH—C,H;)—COOH IT] 

In KHCO, unter CO,-Entwicklung léslich, daraus mit verdiinnter HCI wieder 
fallbar. Nitroprussidnatrium gibt in Bikarbonatlésung eine bestandige tiefrote 
Farbung; mit Phosphorwolframsaure wird die charakteristische tiefblaue Farbung 
erhalten. Mit H,O, 4ezne CO,-Entwicklung. 

Weiterhin lieB sich das Ammonsalz der 8-Merkaptobrenztraubensdure durch 
Oxydation und Dekarboxylierung mit verdiinntem H,O, in die Dithiodiglykol. 
sdure (IV) iiberfiihren. Die angenommene Konstitution der 8-Merkaptobrenz- 
traubensdure wurde dadurch sichergestellt. 

S — CH, — COOH 
| (IV 
S —CH, — COOH 

Weitere Versuche zur Darstellung der freien Merkaptobrenztrauben- 
saure und von Derivaten derselben sind im Gange. 

Die 8-Merkaptobrenztraubensaure kann nach den derzeitigen Anschau- 
ungen iiber Aminosduren- und Eiweib-Stoffwechsel als biologische Vorstufe 
bzw. biol. Abbauprodukt ‘des Cysteins angesehen werden. Das Cystein 
Cystin ist neuerdings von besonderem Interesse geworden, weil ihm nach 
Hock und Fink [1] eine vitaminahnliche Funktion zuzukommen scheint. 
Tierversuche zur Aufklarung der biologischen Beziehungen zwischen 
Cystein/Cystin und der Merkaptobrenztraubensaure sind im Gange. Wei- 
terhin wird die Frage gepriift, ob die Merkaptobrenztraubensaure_bio- 
chemisch, etwa durch Carboxylase, decarboxylierbar ist. 


Analysen: 


NH,-Salz. CsHz;O3NS (137,15). 
Cc H N S 
Berechnet: 26,27 5,15 10,22 23,38 
Gefunden: 26,29 5,41 10,31*) 23,29 
10,19**) 
*) als NHg mit Lauge aestilliert; **) nach Dumas. 
Dekarboxylierung mit H,O,: Die aus 1,001 g Substanz entwickelte CO, ver- 
brauchte 14,67 ml nKOH statt der berechneten 14,60 ml. 
Phenylhydrazon: CgHygO,N,5 (210,24). 
C H N 
Berechnet: 51,41 4,79 13,33 
Gefunden: 51,32 5,00 13,16 
Dithiodiglykolsdure : CyHgO4S, (182,20). 
C H S 
Berechnet: 26,37 3,32 35,19 
Gefunden: 26,54 3,29 35,19 


[1] Hock, A. u. H. Fink: Z. physiol. Chem. 278, 136 /1943). Vgl. auch 
Scuwarz, K. ebenda 281, 101 (1944). 





